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RESUMEN 
Las bacterias han desarrollado múltiples estrategias de resistencia frente a antibióticos, 
convirtiéndose en una grave amenaza para la salud pública. Muchas de ellas presentan resistencia a más 
de un antibiótico y son capaces de sobrevivir a los tratamientos actuales. Por otro lado, el coste 
económico para la salud pública derivado de la resistencia a antibióticos es altísimo. Como consecuencia 
de todo ello, la efectividad de los antibióticos es cada vez menor y se hace necesario buscar nuevas 
alternativas terapéuticas. 
Hasta el momento la diana por excelencia para combatir las infecciones bacterianas es la ruta de 
biosíntesis del peptidoglicano. Además, en la superficie de la bacteria encontramos proteínas que son 
consideradas potenciales factores de virulencia por su contribución en las interacciones hospedador-
patógeno. En este trabajo se estudian dos familias de proteínas presentes en la superficie bacteriana 
implicadas en la regulación de la biosíntesis de la pared y en la interacción con proteínas de la matriz 
extracelular del hospedador. 
En Vibrio cholerae, los D-aminoácidos no canónicos (NCDAA) tienen un papel regulador en la 
síntesis del peptidoglicano: influyen en su composición, cantidad y resistencia a través de su 
incorporación directa en el peptidoglicano o a través de la regulación de las enzimas que intervienen en 
su síntesis y modificación. Además los D-aminoácidos intervienen en procesos celulares clave para la 
bacteria como son el crecimiento bacteriano, la germinación y la formación del biofilm. 
Las racemasas son las enzimas implicadas en la conversión de los L-aminoácidos en D-aminoácidos. 
En este trabajo se presentan las características estructurales que definen tanto a las alanina racemasas 
como a las racemasas de amplio espectro. El primer representante de las racemasas de amplio espectro es 
la racemasa de V. cholerae BsrV, enzima periplásmica capaz de racemizar diez de los diecinueve 
aminoácidos naturales. La resolución de la estructura tridimensional de BsrV ha permitido establecer los 
determinantes estructurales que hacen posible la plasticidad del mecanismo catalítico de la enzima. 
La superficie bacteriana está compuesta por numerosas proteínas que son consideradas factores de 
virulencia. En Streptococcus pneumoniae existe un grupo de proteínas que no tiene una motivo de anclaje a 
membrana o un péptido líder, a estas proteínas se las ha clasificado como proteínas no clásicas de 
superficie (NCSP). Son proteínas que, en el citoplasma, llevan a cabo una función relacionada con el 
metabolismo celular y que, cuando se encuentran localizadas en la superficie celular, pueden realizar 
diversas funciones, actuando como adhesinas. S. pneumoniae es capaz de unir plasminógeno humano a 
través de las proteínas de superficie, el reclutamiento del mismo en la superficie bacteriana promueve su 
conversión en la proteasa plasmina, lo que facilita la disolución de las cadenas de fibrina y la degradación 
de las matriz extracelular del hospedador. 
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La proteína fosfoglicerato quinasa (PGK) de neumococo ha sido identificada como una proteína 
no clásica de superficie. En este trabajo se ha demostrado que dicha enzima está presente en la superficie 
celular y que se encuentra localizada junto con el plasminógeno. La estructura tridimensional de la PGK 
ha permitido identificar el sitio de unión a plasminógeno, localizado en la cara opuesta al sitio catalítico. 
Además, una propiedad única de la PGK es la capacidad de reclutar el activador de plasminógeno tPA 
promoviendo la activación del plasminógeno y la consecuente degradación de las cadenas de fibrina, 
facilitando la dispersión del patógeno dentro del hospedador. 
La caracterización estructural de ambas familias de proteínas de superficie sentará las bases para la 
búsqueda de nuevas dianas para antibióticos, de manera que, cuando estas proteínas se inhiban, la 
capacidad del patógeno para desarrollar resistencia durante la infección se vería afectada gravemente. 
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SUMMARY 
Bacteria can be found in many different habitats; some of them can grow under severe conditions 
including acidic pHs, high temperature, radioactive residues, etc. Inside the human body there is a high 
amount of bacteria concentrated on the skin and in the gastrointestinal tract, playing a positive role for 
the human. The presence of different physical and chemical barriers in combination with the immune 
system prevents the entrance of infectious microorganisms into the host organism. However, some 
infectious agents could evade the immune response. 
Bacterial pathogenesis and virulence are related with the ability of the pathogen to colonize and 
invade host tissues, which results in the development of resistance to the host immune response. Some 
factors that allow pathogens to evade the immune response are related with the bacterial cell wall and 
capsule. 
Streptococcus pneumoniae is a capsulated Gram-positive bacterium that colonizes the upper respiratory 
tract of humans and mediates local infections, e.g. otitis media. More importantly, S. pneumoniae is known 
to cause severe systemic diseases such as pneumonia and meningitis in children, elderly patients, and 
immune compromised people. The development of antibiotic resistance, results in the high mortality and 
morbidity rates of pneumococcal infections and is the primary reason for the current intensive efforts in 
vaccine-based prevention strategies. Vibrio cholerae is a Gram negative pathogen that produces cholera 
toxin when entering the intestines to cause infection. Another mechanism used by bacteria to evade the 
host immune response is the presence of different cellular structures, which is the case of the pili in 
Escherichia coli that enable the bacterium to adhere to host epithelial cells. 
Here, we also referred to non-pathogenic organisms like Bacillus subtilis, which is present in the soil 
and is consider a model organism for the study of endospore formation. Bacterial sporulation is an 
adaptive response to environmental stress, such as starvation, and involves a finely controlled 
developmental program. During sporulation this organism can produce antibiotics. In addition, B. subtilis 
is able to form biofilms, this cell community adaptation could be positive for the neighbouring organisms, 
e.g. in plants biofilm formation around the radicular system prevents infection by other pathogenic 
microorganism and promotes plant growth. 
Peptidoglycan is the main structural component of the bacterial cell wall and nowadays, the most 
successful target for antibacterial agents is the peptidoglycan biosynthetic pathway. Additionally, all of the 
enzymes involved in the peptidoglycan biosynthesis are essential and conserved in both Gram-positive 
and Gram-negative bacteria, and most of them do not have homologues in mammals. For these reasons, 
these enzymes are crucial for the development of new antibiotics. 
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Peptidoglycan imparts to the cell its shape, strength, and resistance to osmotic pressure. PG is 
found on the outside of the cytoplasmic membrane of almost all bacteria and serves as a scaffold for 
anchoring cell envelope components. It is composed of linear glycan strands containing a repeating 
disaccharide unit of N-acetyl glucosamine (GlcNAc) and N-acetylmuramic acid (MurNAc). These glycan 
strands are cross-linked by short peptides. In Gram-negative bacteria, a single layer of PG, which is 
found in the periplasmic space between the inner and outer cell membranes, is sufficient to maintain the 
cell’s mechanical stability. In Gram-positive bacteria, which lack an outer cell membrane, the cell wall is 
thicker, consisting of many layers of PG. 
The biosynthesis of the PG is divided in to three main stages. PG biosynthesis starts in the 
cytoplasm, where the UDP-MurNAc-pentapeptide and UDP-GlcNAc are synthesized. Second, 
bactoprenol-linked UDP-disaccharide pentapeptide (lipid II) is formed to flip PG precursors across the 
membrane. Third, PG precursors are polymerized by the transglycosylase and transpeptidase activities of 
the synthetic penicillin-binding proteins (PBPs) resulting in the murein sacculus. Transpeptidase enzymes 
are natural targets for β-lactam antibiotics, e.g. penicillins and cephalosporins. 
An extensive structural analysis of two new families of proteins located on the bacterial surface has 
been carried out with the aim to elucidate their implications in cell-wall regulation and virulence. 
D-amino acids (DAA) are key constituents of the short peptides that cross-link the glycan chains 
within the PG polymer. D-amino acids are mirror images of L-amino acids, in which the chirality at the 
alpha carbon has been inverted. They are highly resistant to protease-mediated degradation and have low 
immugenicity. These findings and the fact that D-amino acids have recently emerged as extracellular 
effectors with remarkable roles in microbiology (e.g. cell wall regulators, sporulation, biofilm, interspecies 
communication…) make them attractive candidates for peptidomimetics drug design. 
Recently, it has been demonstrated that diverse bacteria produce and release to the extracellular 
medium high amounts of DAA that are not canonical components of the cell wall (e.g. D-Ala and D-Glu). 
In Vibrio cholerae, non-canonical DAA (NCDAA) edit PG architecture to control the amount and 
strength of PG during the stationary phase of cell growth. In addition to the cell wall, DAA are directly 
involved in important biological processes taking place in bacteria, such as bacterial growth, spore 
germination, and biofilm formation. DAA can break up the biofilm previously arranged. Furthermore, D-
Ala has been reported to inhibit spore germination. 
Racemases are the specific enzymes that catalyze the interconversion between L-amino acids and 
D-amino acids. These enzymes can be classified into two main classes depending on whether their mode 
of action is dependent or independent of the coenzyme pyridoxal-5-phosphate (the biologically active 
form of vitamin B6). Pyridoxal-5-phosphate (PLP) dependent racemases in eukaryotes include aspartate 
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racemase (AspR), alanine racemase (AlaR) and serine racemase (SerR). The prokaryotic PLP dependent 
racemases include AlaR, SerR, ArgR and recently, a new class of broad-spectrum racemases (BsrR). 
Among the PLP-independent prokaryotic enzymes are aspartate racemases (AspR), glutamate racemases 
(GluR) and proline racemases (ProR). Both PLP-dependent and PLP-independent types of enzymes 
deprotonate the α-carbon of the L-amino acid to reprotonate it on the opposite side, thus generating the 
D-form of the amino acid. 
Here, we discovered the structure and catalytic mechanism and the structural features of the new 
family of broad-spectrum racemases. The first family member of this new family is the broad-spectrum 
racemase from Vibrio cholerae (BsrV). BsrV is a periplasmic enzyme that racemizes ten amino acids (Ala, 
Leu, Met, Ser, Cys, Gln, Asn, His, Lys and Arg) of the nineteen natural chiral amino acids. Interestingly, 
BsrV can interconvert radically different residues such as aliphatic (non-β-branched) and positively 
charged residues. However, negatively charged, aromatic or β-branched aliphatic (Ile, Val and Thr) amino 
acids are not substrates of BsrV. Comparative structural analyses of the BsrV-family of broad-spectrum 
racemases and other more restricted enzymes (AlaR) suggest that the catalytic plasticity of these 
racemases has three essential determinants: the arrangement and features of the entry site, the width of 
the channel leading to the active site, and its catalytic environment, which is able to accommodate and 
stabilize substrates of diverse chemical natures. The wider entry site and channel of BsrV are likely to 
facilitate interactions with amino acid substrates larger than alanine. Indeed, structural, biochemical, and 
modeling analyses suggest that the entry channel of BsrV can also accommodate peptide chains that are 
markedly larger. A molecular footprint of conserved residues that mediate the multispecifity of BsrV has 
been identified through bioinformatics tools and validated experimentally, this molecular signature will be 
helpful in identifying a large family of BsrV-like multi-specific racemases in bacteria. 
Considering the relevant role of NCDAA in cell-wall regulation and bacterial metabolism, this new 
information is paving the way to the design of novel and more effective antibacterials. 
Bacterial surface proteins are considered as potential virulence factors because of their contribution 
to the host-pathogen interactions. Three main groups of surface proteins have been identified in S. 
pneumoniae: (i) around 50 lipoproteins, (ii) up to 18 LPXTG consensus sequence-carrying proteins that are 
covalently linked via sortase to the cell wall PG, and (iii) up to 16 choline-binding proteins (CBPs). In 
addition, the cell wall envelope of pneumococci is decorated with another cluster of proteins that lack the 
classic leader peptide and membrane-anchoring motifs. These proteins are termed as non-classical 
surface proteins (NCSP) and recent results indicate that they could also play an important role in 
subverting the physiological function of host-derived proteins.  
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These NCSP proteins are described primarily as cytoplasmic proteins with intracellular roles that 
are involved in host-pathogen interactions. However, once they are located by unknown mechanisms on 
the cell surface, they display moon-lighting functions and frequently act as adhesins. Binding of NCSP to 
host molecules, like fibronectin (PavA) or plasminogen (enolase), promotes pneumococcal invasion and 
the spread of the infection.  
Some bacterial metabolic enzymes, such as enolase and glyceraldehyde-3-phospho dehydrogenase 
(GAPDH) have been characterized as NCSP proteins. These proteins exhibit moon-lighting functions 
including the adherence to various host components (e.g. fibronectin and laminin) and the capability to 
serve as receptors for plasminogen (PLG) recruitment. PLG is a pro-enzyme of the broad-spectrum 
protease plasmin, which counteracts the blood coagulation cascade. It is composed of a pre-activation 
peptide, five kringle structures (K1-5) and a serine protease domain. The first four kringle domains of 
PLG act as inhibitory molecules for angiogenesis and are therefore termed angiostatin, whereas the last 
kringle domain together with the enzymatic domain are known as mini-plasminogen (mini-PLG). PLG is 
converted into plasmin by eukaryotic plasminogen activators (urokinase-type plasminogen, uPA and 
tissue-type plasminogen activator, tPA). These activators initiate the conversion of PLG to plasmin, 
which hydrolyses polymerized fibrin strands into soluble fibrin degradation products. 
The phosphoglycerate kinase (PGK) was here identified as an additional glycolytic enzyme bearing 
moon-lighting function on the surface of S. agalactiae. The pneumococcal PGK is a monomeric two-
domain enzyme that mediates transfer of an anhydride phosphate of 1,3-biphospho-D-glycerate (1,3-
BPG) to Adenosin 5’-diphosphate magnesium salt (MgADP), yielding 3-phospho-D-glycerate (3-PGA) 
and Adenosin 5’-triphosphate magnesium salt (MgATP) within glycolytic metabolism. The present thesis 
provides insights into the moon-lighting functions of pneumococcal PGK by biophysical and structural 
analyses. 
In this work, we demonstrate that PGK is indeed exposed on the pneumococcal surface, 
colocalising with plasminogen. We provide kinetic evaluation of interactions with human and murine 
plasminogen, detect two linear plasminogen-binding sites, and localize the crucial amino acids of PGK 
contributing to plasminogen binding. The high-resolution crystal structure of pneumococcal PGK 
revealed localization of the plasminogen-binding sites in one surface exposed region of the N-terminal 
domain and determined that angiostatin is the only domain required for the interaction with PGK. A 
remarkable and unique property of PGK is the recruitment of the tissue plasminogen activator (tPA), 
which enhances the activation of plasminogen and the subsequent degradation of fibrin thrombi. This 
kringle-based interaction with PGK and tPA was predicted by structural modeling and confirmed 
experimentally by binding studies and plasmin activity assays. 
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Streptococcus pneumoniae binds human plasminogen via several surface-exposed binding proteins, but 
does not express an endogenous plasminogen activator. The recruitment of plasminogen to the 
pneumococcal surface promotes conversion of plasminogen into proteolytic active plasmin. This leads to 
the dissolution of fibrin thrombi and to the degradation of host extracellular-matrix proteins. 
Considering that fibrinolysis also contributes to complex inflammatory processes, our results 
describe a new scenario in which this important human pathogen can subvert the host fibrinolytic 
machinery. During the initial phase of bacterial colonization, this process enhances both dissemination 
through tissue barriers and entry into the vasculature. 
In this work we summarized the important roles of two new protein families located on the 
bacterial surface: the role of NCDAA in cell-wall regulation bacterial metabolism, and the role of NCSP 
to recruit host extracellular matrix proteins. Structural and regulatory characterization of both families of 
proteins will reveal novel drug targets that when inhibited would challenge the adaptability of pathogenic 
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ABREVIATURAS 
ADP: Adenosín difosfato 
AlaR: alanina racemasas 
AMP-PNP: adenilil-imidodifosfato 
APBS: Adaptive Poisson-Boltzmann Software 
ARN: ácido ribonucleico 
ATP: Adenosín trifosfato 
ATTGal: 2-acetoamido-4-amino-2,4,6-tridesoxi-D-galactosa 
BsR: Racemasas de amplio espectro (Broad spectrum racemases) 
BPG: 1,3-bifosfoglicerato 
CBPs: Proteínas de unión a colina (Choline Binding Proteins) 




ESRF: Sincrotrón europeo (European Synchrotron Radiation Facility) 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phospho dehydrogenase 
HMM: Alto peso molecular (High Molecular Mass) 
LLP: N’-pyridoxyl-lysine-5’-monophosphate 
LMM: Bajo peso molecular (Low Molecular Mass) 
KCX: N-carboxylated lysine 
LPS: Lipopolisacárido 
LTA: Ácidos lipoteicoicos (lipoteichoic acids) 
MIB tampón: Malonato, imidazol y ácido bórico 
MPD: 2-Metil-2, 4-pentanediol 
NAG: N-acetilglucosamina 
NAM: N-acetilmurámico 
NCDAA: D Aminoácidos no canónicos (non-canonical D-aminoacids) 
NCSP: Proteínas no clásicas de superficie (Non-classical surface proteins) 
NRP: Péptido no ribosomal (Non Ribosomal Peptide) 
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PBP: Proteínas de unión a penicilina (Penicillin Binding Protein) 
PCT: Test de pre-cristalización (Pre-Crystallization Test) 
PDB: Banco de datos de proteínas (Protein Data Bank) 
PEG: Polietilenglicol 
PG: peptidoglicano 
PGK: Fosfoglicerato quinasa (Phosphoglycerate Kinase) 
PLG: plasminógeno 
PLP: Piridoxal-5-fosfato 
TA: Ácidos teicoicos (teichoic acids) 
tPA: tissue-type plasminogen activator 
TRIS: tris(hidroximeil)aminometano 
UDP: uridina difosfato 
UP: undecaprenil-fosfato 
uPA: urokinase-type plasminogen activator 
SCN: tiocianato o sulfocianuro 
SPG tampón: ácido succínico, fosfato sódico dihidrógeno y glicina (Succinic acid, Sodium dihydrogen phosphate 
and glycine buffer)  
SLS: Swiss Light Source 
3PG: 3-fosfoglicerato (3-phosphoglycerate) 














Las bacterias son microorganismos procariotas de unos pocos micrómetros que presentan una gran 
variedad de morfologías. A diferencia de las células eucariotas, las células procariotas presentan una 
estructura interna más simple sin núcleo definido y carecen de orgánulos rodeados por membranas. 
Las bacterias son los organismos más abundantes en el planeta, se hallan presentes en una gran 
variedad de ambientes y se encuentran tanto en hábitats acuáticos, como aéreos y terrestres; crecen en las 
condiciones más extremos tales como manantiales de aguas calientes y ácidas, en desechos radioactivos, 
en las profundidades del mar y de la corteza terrestre. Algunas, incluso, pueden sobrevivir a las 
condiciones extremas del espacio exterior. 
Las bacterias son imprescindibles para el reciclaje de los elementos, muchos pasos de los ciclos 
biogeoquímicos dependen de ellas, como por ejemplo la fijación del nitrógeno atmosférico. En el cuerpo 
humano hay aproximadamente diez veces más bacterias que células humanas, con una gran cantidad de 
bacterias en la piel y en el tracto digestivo. La mayoría de los microorganismos infecciosos no logran 
penetrar en el individuo gracias a las barreras físicas y químicas que éste presenta. La barrera física más 
importante es la piel; la integridad de ésta, junto a la segregación de mediadores químicos, evita el ingreso 
de los microorganismos patógenos. Asimismo, las mucosas presentan una serie de atributos (secreciones, 
flujo ciliar) que dificultan el ingreso de microorganismos por esta vía. Además, la existencia de 
poblaciones microbianas no patógenas residentes (flora normal), también impide la colonización de 
mucosas por agentes infecciosos. La mayoría de los microorganismos que logran evadir estas barreras y 
producir infección, son destruidos en pocas horas por mecanismos no específicos de inducción rápida 
(inmunidad innata). Sin embargo, si un agente infeccioso es capaz de superar esas primeras líneas de 
defensa, se activará, en la mayoría de los casos, un tipo de respuesta de defensa (inmunidad adaptativa), 
altamente especializada y específica. Ésta logrará, en la mayoría de las situaciones, controlar la infección y 
suprimir la enfermedad. Además, de este proceso resultará la generación de memoria inmunológica, que 
permitirá al individuo en el próximo contacto con el mismo agente, responder con mayor rapidez y 
eficacia. 
La virulencia o patogenicidad de las bacterias se relaciona con atributos que favorecen la 
colonización e invasión de los tejidos del huésped y que les permiten resistir a la acción del sistema 
inmune. Aquellos incluyen proteínas de superficie bacteriana con propiedades de adhesinas, mecanismos 
antifagocitarios e inhibición del complemento o inactivación de sus productos. 
Las cápsulas de muchas bacterias confieren resistencia a la fagocitosis y, además, algunas tienen 
residuos de ácido siálico que inhiben la activación de la vía del complemento (Severi et al., 2007). Por lo 
tanto, la producción de la cápsula constituye un mecanismo importante de evasión inmune y las bacterias 
encapsuladas son más virulentas que las que carecen de tal estructura. Muchas bacterias que causan 
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meningitis (meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae) son capsuladas. Las cápsulas son un 
elemento común y esencial de estas bacterias, que les permite sobrevivir en la sangre. 
Una de las bacterias objeto de estudio de esta tesis es el microorganismo encapsulado S. pneumoniae. 
El neumococo es una bacteria Gram-positiva que coloniza las vías respiratorias y también produce 
infecciones locales, como la otitis media. Se sabe que S. pneumoniae es el causante de neumonía, septicemia 
y meningitis en niños, ancianos y pacientes inmunodeprimidos (Cartwright, 2002). A pesar de la gran 
cantidad de antibióticos disponible, la mortalidad y morbilidad causadas por este patógeno continúan 
siendo altas. 
La producción de toxinas es otro de los mecanismos empleados por bacterias Gram-negativas (por 
ejemplo Vibrio cholerae) para causar enfermedad. Las toxinas son potentes estimuladores de la producción 
de citoquinas y activador de los macrófagos. Muchas endotoxinas son primariamente citotóxicas, 
pudiendo destruir por distintos mecanismos a las células a las que se fijan. Durante el proceso infeccioso 
V. cholerae secreta la toxina colérica, una proteína que causa diarrea profusa. Además, la colonización del 
intestino delgado también requiere de un apéndice filamentoso, flexible y delgado que se encuentra en la 
superficie bacteriana. Uno de los serotipos de V. cholerae presenta también una cápsula polisacarídica. Una 
característica singular que presenta V. cholerae es la percepción de quórum (en inglés quorum sensing), un 
mecanismo de regulación de la expresión genética en respuesta a la densidad de la población celular 
(Miller & Bassler, 2001). 
Otro mecanismo usado por las bacterias para evadir la respuesta inmune adaptativa, es la variación 
genética de antígenos de superficie. Muchas bacterias como Escherichia coli y Neisseria gonorrhoeae, presentan 
pili (estructuras implicadas en la adhesión bacteriana a las células del huésped, constituidos por la 
proteína pilina). Este mecanismo de variación antigénica ayuda a la bacteria a “escapar” de los 
anticuerpos específicos, aunque el significado principal para el microorganismo sea seleccionar el pili que 
mejor se adhiera a las células epiteliales del huésped. 
Dentro de las bacterias que se presentan en esta tesis se encuentran también organismos no 
patógenos como Bacillus subtilis que está presente en el suelo y es modelo de estudio de la formación de 
endosporas en bacteria. La formación de esporas tiene lugar en condiciones de escasez de nutrientes, 
estos organismos pueden producir antibióticos durante la esporulación como la polimixina y la subtilina. 
Además, B. subtilis es capaz de formar biofilms. Éstos pueden resultar beneficiosos para las plantas con 
las que establecen una interacción mutualista en la que se previene la infección por otro patógeno; la 
formación de biofilms en el rizoma promueve el crecimiento y sirve como un biosensor. Se emplea en 
agricultura como fungicida debido a que coloniza el sistema radicular de la planta compitiendo con 
hongos causantes de enfermedades, lo que le otorga un papel importante en la industria biotecnológica.  
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Una de las dianas de acción de los agentes antibacterianos con más éxito a nivel clínico y 
económico, hasta ahora, es la ruta de biosíntesis del peptidoglicano, el principal componente estructural 
de la pared bacteriana común a la mayoría de las bacterias patógenas. Las enzimas responsables de la 
biosíntesis de la pared bacteriana son esenciales y muchas de ellas no tienen homólogos en mamíferos. 
Este hecho, y que estén presentes tanto en patógenos Gram-positivos como Gram-negativos, las 
convierten en objeto de estudio para el desarrollo de antibióticos de amplio espectro. Las bacterias han 
desarrollado resistencias frente a los antibióticos empleados para combatirlas y la búsqueda de nuevas 
dianas de actuación para el desarrollo de fármacos se hace indispensable. 
1.1. LA PARED CELULAR BACTERIANA 
La pared celular bacteriana da integridad estructural a la célula, su principal función es la de 
proteger a la célula de la presión de turgor, presión intracelular producida por la concentración elevada de 
proteínas y otras moléculas comparada con el exterior.  
El principal componente de la pared celular es el peptidoglicano (PG) que, situado alrededor de la 
membrana citoplasmática, es responsable de dar rigidez a la pared celular y determinar la forma de la 
bacteria. La capa de PG está compuesta por una red polimérica elaborada en la que se van alternando 
unidades de N-acetilglucosamina (NAG) y ácido N-acetilmurámico (Kaku et al.). Estos azúcares están 
conectados por enlaces β-(1-4)-glicosídicos. Cada unidad de NAM tiene conectada una cadena peptídica, 
la cual puede contener de tres a cinco aminoácidos. Dependiendo del tipo de bacteria la secuencia de 
aminoácidos que está unida al ácido N-acetilmurámico puede variar (Fig. 1.1). 
	  
Figura 1.1. Esquema de las unidades esenciales que componen el 




Las bacterias se pueden clasificar en función de la composición de la pared celular en Gram-
positivas y Gram-negativas. La distinción inicial entre estos dos tipos se llevó a cabo mediante una 
tinción diferencial llamada tinción de Gram; pero la diferente reacción a la tinción de Gram se basa en las 
diferencias existentes en la estructura de las paredes celulares. La morfología de las paredes celulares es 
muy distinta en las células Gram-positivas y Gram-negativas (Fig. 1.2 a). La pared de las Gram-negativas 
está compuesta por dos membranas y una capa de peptidoglicano, mientras que la pared de las Gram-
positivas está formada fundamentalmente por una membrana y una espesa capa de PG. 
En las bacterias Gram-positivas (S. pneumoniae) el PG representa el 90% de la pared. La pared 
celular de neumococo además presenta ácidos teicoicos (TA, teichoic acids) unidos covalentemente al 
peptidoglicano y ácidos lipoteicoicos (LTA, lipoteichoic acids) anclados a la membrana. En neumococo las 
unidades de TA y LTA tienen una estructura química idéntica (Vollmer, 2007) (Fig. 1.2 b). Las unidades 
	  
Figura 1.2. Pared celular de organismos Gram-positivos y Gram-negativos. a) Diferencias 
estructurales relativas a la pared celular entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. b) 
Modelo de ácido lipoteicoico en el que se observan las repeticiones de d-GalNac(ChoP)-D-




repetidas de TA y LTA presentan colina, un amino alcohol abundante en eucariotas y con escasa 
presencia en bacterias (Garcia et al., 1998). En el caso concreto de neumococo la pared se encuentra 
rodeada por una cápsula compuesta de polisacáridos (Austrian, 1981) hacia la cual van dirigidas las 
vacunas existentes. La cápsula protege al microorganismo de ser fagocitado por las células del sistema 
inmunitario (Yother, 2004). Se han descrito más de 90 tipos serológicos de cápsula diferentes en base a la 
composición de las mismas (Henrichsen, 1995). 
En las bacterias Gram-negativas (por ejemplo Escherichia coli y Vibrio cholerae), el PG constituye 
alrededor del 10% de pared, estando constituido el resto por una membrana externa. La pared celular de 
estas bacterias consta de una fina capa de PG que se encuentra situada en el periplasma, flanqueado por 
la membrana citoplasmática interna y la membrana externa. Este tipo de bacterias no posee ácidos 
teicoicos en su PG; sin embargo, presenta una capa adicional compuesta de lipopolisacáridos (LPS).  
Según un informe del Centro Americano de Control y Prevención de Enfermedades (CDC), las 
bacterias Gram-negativas son patógenos especialmente preocupantes ya que se han vuelto resistentes a 
casi todos los fármacos existentes para su tratamiento. Aunque la resistencia también ocurre en 
organismos Gram-positivos, el grado de resistencia sigue siendo menor que en Gram-negativos, según el 
CDC. Los patógenos Gram-negativos que causan mayores problemas son las especies Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas aeuroginosa y Acinetobacter. El tratamiento de infecciones causadas por estos organismos se ha 




1.2. BIOSÍNTESIS DE PEPTIDOGLICANO 
La ruta de biosíntesis del peptidoglicano se lleva a cabo en tres etapas principalmente, la síntesis del 
precursor UDP-MurNAc-pentapéptido en el citoplasma celular, la formación del lípido II y su 
traslocación hacia el espacio periplásmico y, por último, el crecimiento del peptidoglicano mediante el 
ensamblaje de las unidades anteriores (Fig. 1.3). En el proceso, que se inicia a partir del precursor uridina 
difosfato (UDP), se van formando las unidades de UDP-NAG y UDP-NAM (MurA cataliza este paso, 
en Gram negativas solo hay una copia de este gen y su depleción resulta letal) y a continuación se va 
adicionando L-Ala, D-Glu, L-Lys o meso-Diaminopimélico (DAP) y D-Ala. Todas estas reacciones son 
catalizadas por enzimas de la familia Mur. 
Posteriormente, una proteína integral de membrana (MraY) se encarga de anclar el NAM-
pentapéptido a la membrana citoplasmática a través del transportador undecaprenil-fosfato (UP), 
generándose lo que se conoce comúnmente como Lípido I. El último paso de la ruta de biosíntesis, que 
tiene lugar en el citoplasma, es la conversión del lípido I en lípido II a través de la transferencia de un 
UDP-NAG. 
	  
Figura 1.3. Esquema de la biosíntesis del peptidoglicano. Los precursores del PG se 
sintetizan en el citoplasma, una vez formado el Lípido II es trasladado al espacio periplásmico a 
través de una flipasa. En el espacio periplásmico se produce la glicosilación y la transpeptidación 
mediada por las proteínas PBPs. 
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La transferencia del lípido II al exterior celular no se produce de manera espontánea, se cree que 
está mediada por proteínas implicadas en los procesos de división y elongación celular, la FtsW y la RodA 
(Pastoret et al., 2004). Por otro lado, estas proteínas podrían estar actuando como flipasas, dirigiendo la 
exportación del lípido II hacia el espacio periplásmico. 
Finalmente tiene lugar la polimerización del lípido II, la cual conlleva una etapa inicial en la que dos 
unidades de lípido II reaccionan para formar el lípido IV y una etapa de elongación, en la que se van 
adicionando sucesivamente unidades de lípido II. Las PBPs (del inglés Penicillin Binding Proteins) son las 
enzimas que participan en este proceso y se encargan de polimerizar las cadenas formando nuevos 
enlaces β-1,4 NAM-NAG. El entrecruzamiento de las cadenas glicánicas tiene lugar a través de la 
transpeptidación de las unidades peptídicas de las cadenas glicánicas adyacentes. Las enzimas 
transpeptidasas son una diana natural para los antibióticos β-lactámicos, como son las penicilinas y las 
cefalosporinas. 
Las PBPs se pueden dividir en dos tipos: las HMM-PBPS (High Molecular Mass PBPs) y las LMM-
PBPs (Low Molecular Mass PBPs). Las HMM-PBPs son proteínas que se encuentran ancladas a la 
membrana, poseen dos dominios, uno con actividad transglicosilasa y otro con actividad transpeptidasa, 
pudiendo realizar ambas acciones independientemente. El dominio transpeptidasa se encarga de 
entrecruzar distintas cadenas glicánicas a través de los péptidos del NAM. Las PBPs actúan como D,D-
transpeptidasas, uniendo el grupo carboxilo de la D-Ala en la posición 4, y el grupo amino del m-DAP en 
la posición 3 de la otra cadena. 
Las LMM-PBPs regulan el grado de transpeptidación, estas enzimas poseen un único dominio 
transpeptidasa (con actividad D-Ala-D-Ala carboxipeptidasa), y tienen como único sustrato el extremo D-
Ala-D-Ala del pentapéptido. Su función es eliminar el último D-Ala para que no se pueda producir el 
enlace cruzado entre las dos cadenas glicánicas, ya que el tetrapéptido resultante no sirve como sustrato 
para las D-Ala-D-Ala transpeptidasasas (HMM PBPs) (Sauvage et al., 2008). 
A pesar de que es común encontrar enlaces cruzados 4–3 entre cadenas adyacentes de PG, reacción 
catalizada por D,D-transpeptidasas, en ciertas cepas bacterianas se observan también enlaces 3–3, 
formados por enzimas L,D-transpeptidasas. El enlace prevalente en el PG de E. coli es el que forman las 
D,D-transpeptidasas, los enlaces minoritarios 3-3 se han detectado en la fase de crecimiento exponencial 
(~2%) y estacionaria (~4%) (Pisabarro et al., 1985, Driehuis & Wouters, 1987, Blasco et al., 1988). Se ha 
demostrado que en Clostridium difficile los enlaces cruzados formados por enzimas L,D-transpeptidasas 
aumentan en presencia de ampicilina, lo cual indica que este antibiótico no las inhibiría (Peltier et al., 
2011). Además del papel que juegan las L,D-transpeptidasas en la biosíntesis del PG, esta familia de 
proteínas es responsable de la unión de la lipoproteína Braun al PG de E. coli (Magnet et al., 2007), la 
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proteína Braun es una de las más abundantes en las membranas de las bacterias Gram-negativas y es 
responsable de la integridad estructural de la membrana externa. 
1.3. PROTEÍNAS DE SUPERFICIE 
Las proteínas de superficie de bacterias patógenas como el neumococo son consideradas factores 
potenciales de virulencia debido a que participan activamente en las interacciones hospedador-patógeno.  
Se han identificado tres grupos mayoritarios de proteínas presentes en la superficie del neumococo: 
entorno a 50 tipos de lipoproteínas, más de 18 proteínas con secuencia consenso LPXTG unidas 
covalentemente a través de una sortasa al PG, y más de 16 proteínas de unión a colina (CBPs) (Perez-
Dorado et al., 2012). Además de estos tres grupos principales, en la envoltura del neumococo podemos 
encontrar otro grupo de proteínas que no presenta un péptido líder ni un motivo de unión a membrana; 
se le ha denominado proteínas de superficie no clásicas (NCSP) (Fig. 1.4). En estudios recientes se ha 
demostrado que estas NCSP podrían jugar un papel muy importante en la virulencia del patógeno 
(Bergmann & Hammerschmidt, 2006, Perez-Dorado et al., 2012).  
1.3.1 UNA NUEVA FAMILIA: LAS PROTEÍNAS NCSP 
Existe un conjunto de proteínas de superficie de neumococo que carecen de una señal de anclaje a 
membrana o una señal secretora. A estas proteínas se las conoce como proteínas no clásicas de superficie 
	  
Figura 1.4. Proteínas de superficie presentes en neumococo. Existen cuatro 
grupos de proteínas que se pueden encontrar en la pared del neumococo: 
lipoproteínas (por ej. MalX), proteínas LPXTG (por ej. SpuA), proteínas de unión 
a colina (por ej. Pce) y proteínas no-clásicas de membrana (por ej. PGK). Figura 
adaptada de (Perez-Dorado et al., 2012).	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(NCSP), todas ellas son proteínas citoplásmicas con papeles intracelulares y no se las relacionaba con la 
interacción hospedador-patógeno. Sin embargo, se ha demostrado que estas proteínas NCSP se 
encuentran en la superficie celular y muestran funciones diversas en interacción con el hospedador 
humano, frecuentemente actúan como adhesinas. Por este motivo se las conoce como moonlighting proteins, 
debido a su capacidad para realizar múltiples funciones. 
Las primeras proteínas capaces de realizar múltiples funciones fueron las cristalinas (proteínas 
estructurales que están presentes en las lentes de ojos de vertebrados) descritas en 1989 por Piatigorsky y 
Wistow (Piatigorsky & Wistow, 1989). Las proteínas multifuncionales son capaces de realizar tareas de 
manera autónoma, a veces no relacionada, sin necesidad de diversificar las funciones en dominios. 
Existen proteínas multifuncionales en muchas especies, incluyendo plantas, animales, levaduras y 
procariotas. En Mycobacterium tuberculosis se encuentra la glutamato racemasa (MurI) que, además de llevar 
a cabo un papel importante en la biosíntesis del peptidoglicano a través de la conversión del ácido L-
glutámico en D-glutámico, actúa como inhibidor de la ADN girasa (Sengupta et al., 2008).  
El neumococo presenta diferentes moléculas en su superficie que interaccionan con receptores del 
hospedador, proteínas de la matriz extracelular y compuestos del sistema circulatorio (Bergmann & 
Hammerschmidt, 2006, Perez-Dorado et al., 2012). La interacción de las proteínas NCSP con moléculas 
del hospedador promueve la invasión del patógeno y la dispersión de la infección, como es el caso de una 
serie de enzimas metabólicas bacterianas como la enolasa y la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogensa 
(GAPDH) que funcionan como NCSP con papeles diversos (Hughes et al., 2002): como la adherencia a 
diversos componentes del hospedador, como la fibronectina (Donofrio et al., 2009) y la laminina 
(Carneiro et al., 2004), así como a receptores de PLG (Bergmann & Hammerschmidt, 2007, Bergmann et 




En los últimos diez años se ha investigado intensamente la activación y unión a la proteína más 
importante de la fibrinólisis, el plasminógeno (PLG). Su reclutamiento en la superficie del neumococo 
provoca un aumento en la actividad proteolítica de la serín proteasa plasmina, favoreciendo la dispersión 
intercelular y diseminación del patógeno a través de los tejidos y del sistema vascular (Bergmann & 
Hammerschmidt, 2007, Bergmann et al., 2005). El PLG (92 kDa) es el precursor inactivo de la proteasa 
de amplio espectro plasmina, la cual degrada muchas de las proteínas presentes en el plasma sanguíneo. 
Está compuesto de un péptido de pre-activación (~8 kDa), cinco estructuras denominadas kringle (K1-5, 
65 kDa) y un dominio serín proteasa (Miyashita et al., 1988). Los cuatro primeros kringles conforman la 
angiostatina (Chavakis et al., 2005). El último kringle junto con la plasmina se denomina mini 
plasminógeno (mini-PLG) y es una molécula inhibidora de la angiogénesis, (Duboscq et al., 1997) (Fig. 
1.6). El PLG se convierte en plasmina a través de los activadores de plasminógeno, uPA (urokinase-type 
plasminogen activactor) y tPA (tissue-type plasminogen activator) (Castellino & Powell, 1981), la cual puede 
hidrolizar las cadenas de fibrina. Además, se ha detectado un incremento en los niveles de uPA y tPA en 
el fluido cerebroespinal en pacientes que sufren de meningitis (Winkler et al., 2002). 
 
Figura 1.5. Estructura tridimensional de la enzima enolasa de neumococo. a) 
Monómero que compone la estructura completa de la enolasa. Se representan las hélices 
como cilindros y el ión magnesio como esfera morada. b) Representación de la superficie del 
octámero de enolasa con los sitios de unión a plasminógeno marcados en azul y rojo. En la 




El rol multifuncional que presentan muchas de las proteínas NCSP relacionado con virulencia sigue 
sin conocerse; sin embargo, los análisis estructurales de las mismas podrán ayudar a comprender mejor su 
implicación en virulencia convirtiéndose éstas en nuevas dianas para el desarrollo de vacunas y/o nuevos 
antibióticos. 
1.4. RELEVANCIA DE LOS D-AMINOÁCIDOS EN LA FISIOLOGÍA BACTERIANA 
Una molécula quiral es aquella que no puede superponerse a su reflexión especular. La palabra 
quiral proviene del griego cheir (χειρ), que significa “mano”. Se dice que los objetos quirales (incluyendo 
las moléculas) se parecen a las “manos” (Fig. 1.7). El término quiral se utiliza para describir a las 
moléculas porque los enantiómeros se relacionan entre sí en la misma forma que la mano derecha se 
relaciona con la izquierda. La quiralidad está ampliamente distribuida a nivel molecular, en 1848 Louis 
Pasteur descubrió la quiralidad molecular en cristales de ácido tartárico (Flack, 2009). Nueve años 
después, mientras estudiaba la fermentación del ácido tartárico por microorganismos, Pasteur descubrió 
que una de las imágenes especulares del ácido tartárico se consumía con mayor preferencia que la otra 
(Gal, 2008). En años sucesivos la gran importancia de la quiralidad en los procesos bioquímicos se fue 
clarificando. 
	  
Figura 1.6. Estructura tridimensional del PLG humano (código PDB 4DUR). Elementos 
que componen el PLG: el péptido de activación se muestra en rojo, los dominios kringle en 




Las dos imágenes especulares de una molécula quiral se denominan isómeros o enantiómeros (del 
griego εχθρóς, enemigo). La mayoría de las propiedades físicas de los enantiómeros son idénticas; sin 
embargo, tienen diferentes interacciones con los planos de luz polarizada. Cuando la luz polarizada pasa a 
través de una solución con moléculas quirales, unos enantiómeros rotaran el plano de luz polarizada en 
sentido de las agujas del reloj (mano derecha), mientras que otros enantiómeros la rotarán en el sentido 
contrario (mano izquierda) (Fig. 1.7). En las moléculas, la representación básica más común de quiralidad 
es un átomo de carbono con cuatro sustituyentes diferentes (carbono asimétrico), este carbono es el 
centro quiral. La disposición tridimensional de los átomos unidos al centro quiral se emplea para describir 
la quiralidad de la molécula. Existen diferentes nomenclaturas para describir la quiralidad de las moléculas, 
la más empleada para designar aminoácidos y azúcares es la que los clasifica como D y L (Meierhenrich, 
2008). Mientras que por síntesis química se producen ambos enantiómeros, muchas enzimas presentan 
una marcada selectividad de sustrato y, como consecuencia, muchos procesos bioquímicos utilizan y 
generan enantiómeros particulares. Por ejemplo, los L-aminoácidos son los constituyentes naturales de las 
proteínas, sin embargo, los D-aminoácidos (DAA) no se pueden incorporar a las proteínas mediante 
síntesis en los ribosomas. 
Los DAA juegan un papel importante en la señalización intercelular; se han encontrado altas 
concentraciones de D-aspartato y de D-serina en el sistema nervioso central de mamíferos y humanos 
(Dunlop et al., 1986, Fisher et al., 1991, Hashimoto et al., 1993). La D-serina actúa como un co-agonista de 
los receptores de glutamato en el cerebro, los cuales están relacionados con el aprendizaje, la memoria y 
el comportamiento en mamíferos (Kleckner & Dingledine, 1988, Wolosker, 2007, Wolosker et al., 2002). 
Asimismo, el metabolismo de la D-serina está asociado con diferentes desordenes neurodegenerativos 
como la esquizofrenia, la isquemia y la epilepsia (Fuchs et al., 2005). 
En la mayoría de las bacterias los únicos D-aminoácidos que se producen son D-Ala y D-Glu, los 
cuales se incorporan al PG (Holtje, 1998). En Vibrio cholerae, una racemasa específica, BsrV, produce D-
	  
Figura 1.7. Moléculas quirales. Imagen especular que muestra el aminoácido 
alanina en su conformación L y D. 
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Met y D-Leu, también Bacillus subtilis presenta otra racemasa que produce D-Tyr y D-Phe; estos D-
aminoácidos no canónicos (NCDAA, del inglés Non-canonincal D-aminoacids) parece que tienen un papel 
regulador en la síntesis de PG. Los D-aminoácidos influyen en la composición, cantidad y fortaleza del 
PG, bien a través de su incorporación directa en el PG o a través de la regulación de las enzimas que 
intervienen en su síntesis y modificación. Debido a que la acumulación de los D-aminoácidos coincide 
con la transición a la fase estacionaria y tiene como función des-regular la síntesis de PG, los D-
aminoácidos podrían activar la ralentización del metabolismo en la pared celular y en los compartimentos 
celulares cuando los recursos son escasos. Por ello, la síntesis de D-aminoácidos podría ser una estrategia 
de las bacterias para adaptarse a las condiciones cambiantes del medio. (Lam et al., 2009).  
E. coli  es capaz de incorporar NCDAA en su PG a pesar de que esta bacteria no produzca o libere 
NCDAA, así los D-aminoácidos podrían actuar sobre la fisiología del PG de otras especies bacterianas 
diferentes a las que los han producido (Cava et al., 2011). 
Los DAA están directamente involucrados en gran variedad de procesos biológicos que tienen 
lugar en la bacteria, como es el crecimiento, la germinación de las esporas y la formación de biofilms. 
Prácticamente todas las bacterias forman biofilms para protegerse de las ofensas ambientales; los DAA 
pueden actuar como sensores evitando la formación de biofilms en S. aureus y P. aeuroginosa, o 
promoviendo la disgregación de biofilms preformados en B. subtilis (Kolodkin-Gal et al., 2010, Yang et al., 
2015). Los DAA también están involucrados en la esporulación de la bacteria, en especies de Bacillus se 
ha comprobado que el aminoácido D-Ala inhibe la germinación de esporas cuando hay una densidad de 
población alta (Lam et al., 2009). Además, algunos patógenos están rodeados de una cápsula que les 
protege de la fagocitosis aumentando su virulencia, es el caso de la cápsula de B. anthracis que está 
compuesta de un polímero infrecuente, el ácido poli-γ-D-glutámico (γDPGA), producido después de la 
germinación de la espora (Hubbard et al., 2013).  
Podemos encontrar DAA en su forma libre así como contenidos en péptidos (Bodanszky & 
Perlman, 1969). La existencia de residuos con configuración D en los péptidos confiere resistencia frente 
al ataque de proteasas, las cuales presentan especificidad por los L-aminoácidos. A estos péptidos 
compuestos de DAA se les conoce como péptidos no ribosomales (NRP) y son sintetizados por las NRP 
sintetasas (NRPs), la síntesis de estos péptidos se desarrolla de manera alternativa al mecanismo 
tradicional de traducción. Los NRP están compuestos de estructuras cíclicas y/o ramificadas pudiendo 
contener D-aminoácidos, presentan radicales N-formilo y N-metilo, así como grupos glicosilados, 
halogenados, acilados o hidroxilados. Estos péptidos forman una familia diversa de productos naturales 
con actividades biológicas y propiedades farmacológicas de amplio espectro; sirviendo como ejemplo la 
actinomicina D que se emplea de manera comercial como antibiótico. 
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Por otro lado, las bacterias del suelo producen NRP activamente, es el caso de Serratia plymuthica 
una bacteria presente en suelo y en el rizoma de plantas de trigo, guisante y melón, entre otras, capaz de 
matar al nematodo Caenorhabditis elegans a través de la producción de metabolitos secundarios como la 
zeamina (Hellberg et al., 2015). La importancia en la producción de este metabolito por parte de la 
bacteria recae en la dificultad para controlar las plagas mediante el uso de pesticidas tradicionales, 
convirtiendo a la bacteria en un potencial agente de control biológico. 
Como se ha descrito anteriormente, los DAA son necesarios para el crecimiento de la bacteria y, 
además, son componentes esenciales de la pared celular bacteriana pero también son determinantes en la 
regulación de procesos biológicos importantes para la supervivencia bacteriana como son el 
desensamblaje del biofilm y la esporulación.  
1.4.1. DESENSAMBLAJE DEL BIOFILM 
Las bacterias forman comunidades multicelulares conocidas como biofilms que, con el tiempo, 
acaban disgregándose. La formación de estos biofilms permite a las bacterias protegerse de las agresiones 
ambientales (Karatan & Watnick, 2009). Sin embargo, a medida que el biofilm crece los nutrientes se 
vuelven limitantes, los productos de desecho se acumulan y las bacterias necesitan recuperar el modo de 
vida libre, independiente de la comunidad del biofilm. Un claro ejemplo de organismo que adopta una 
forma de vida en comunidad es Bacillus subtilis estableciéndose en superficies semisólidas y formando 
finas películas en la interfase aire-líquido de los cultivos verticales (Branda et al., 2001, Vlamakis et al., 
2008, Aguilar et al., 2007). Las células en el biofilm se mantienen juntas gracias a una matriz extracelular 
consistente en exopolisacárido y fibras amiloides (Branda et al., 2006, Branda et al., 2001, Romero et al., 
2010). Los biofilms están presentes en ambientes naturales pero también en la industria y en los 
hospitales (Liu & Post, 2009, Kassar et al., 2009, Homoe et al., 2009, Jacobsen et al., 2008, Kobayashi, 
2005, Reslinski et al., 2009, Yankah et al., 2005). Acinetobacter baumanii es un organismo capaz de sobrevivir 
en hospitales a pesar de encontrarse en un ambiente altamente estéril, tanto la supervivencia en estos 
ambientes como la virulencia del patógeno están asociadas con su capacidad para formar biofilms 
(Rodriguez-Bano et al., 2008). Las infecciones bacterianas asociadas a los biofilms adheridos a los 
aparatos médicos, como son los catéteres intravenosos, son muy difíciles de erradicar ya que las matrices 
extracelulares protegen a las bacterias formadoras del biofilm de los antimicrobianos y la respuesta 
inmune. Por esta razón, se requiere del diseño de nuevos agentes que prevengan la formación de biofilms 
y/o desestabilicen los ya formados. 
Recientemente se ha demostrado que la disolución del biofilm es inducida por una mezcla de D-
aminoácidos (D-Leu, D-Met, D-Trp y D-Tyr) producidos por B. subtilis dentro del biofilm (Kolodkin-Gal 
et al., 2010). Además, se ha observado que la acumulación de estos D-aminoácidos se produce únicamente 
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en biofilms maduros (6-8 días). Sin embargo, si se añaden DAA exógenos a cultivos celulares de B. 
Subtilis se previene la formación de biofilm. 
Los D-aminoácidos actuarían como moléculas señal que promoverían la disgregación del biofilm en 
B. Subtilis cuando la comunidad bacteriana se encontrara en condiciones de escasez de nutrientes y 
acumulación de productos de desecho, por lo que, recuperar la forma de vida libre resultaría beneficioso 
(Fig. 1.8). 
El mecanismo mediante el cual se produce la dispersión del biofilm se desconoce por ahora. Se 
cree que los D-aminoácidos podrían inducir la disgregación de las fibras amiloides asociadas a la matriz 
que mantiene las células de B. subtilis en el biofilm (Kolodkin-Gal et al., 2010). Sin embargo, el uso de D-
aminoácidos para combatir infecciones asociadas a la formación de biofilms podría ser una estrategia 
prometedora, ya que los D-aminoácidos parecen tener propiedades farmacocinéticas y carecen de 
toxicidad (Jayaraman & Wood, 2008). 
1.4.2. EFECTO DE LOS D-AMINOÁCIDOS EN ESPORULACIÓN 
El proceso de esporulación en bacterias es una respuesta adaptativa al estrés ambiental, como 
puede ser la falta de nutrientes, el cual se desarrolla de manera controlada y programada. La esporulación 
comienza con una división celular asimétrica fruto de la cual se genera una endoespora que deviene en 
espora, esta espora obtiene nutrientes de la célula madre la cual termina lisándose a través de la muerte 
celular programada (Stragier & Losick, 1996) (Fig. 1.9). 
	  
Figura 1.8. Ensamblaje y disolución del biofilm. La formación del biofilm tiene lugar 
en varias etapas, desde el crecimiento y maduración hasta el desensamblaje de la 
comunidad bacteriana. Inicialmente las células libres con flagelo se inmovilizan sobre una 
superficie produciendo matriz extracelular. En los biofilms maduros las células de la 
matriz producen esporas. Con el tiempo las células del biofilm producen D-aminoácidos 
que rompen la matriz formada permitiendo la dispersión de las células en el ambiente. 
(Adaptado de (Vlamakis et al., 2013)). 
INTRODUCCIÓN 
22 
Las esporas bacterianas se encuentran en un estado metabólico latente y son capaces de resistir 
condiciones extremas, incluyendo las altas temperaturas, la radiación, la desecación, el pH extremo y las 
toxinas, entre otros (Setlow, 2003). La espora está rodeada de una cubierta que actúa como barrera frente 
a moléculas tóxicas como la lisozima; además, el 20% de peso seco de la endoespora es dipicolinato de 
calcio, el ácido dipicolínico podría ser el responsable de la resistencia a altas temperaturas y el calcio 
podría ayudar en la resistencia al calor y a los agentes oxidantes (Driks, 1999). En presencia de 
promotores específicos como la L-Ala u otros nutrientes, las esporas pueden reactivar su metabolismo y 
crecer en estado vegetativo. En 1949 se observó que la D-Ala era un potente inhibidor de la germinación 
de esporas en muchas especies de B. subtilis (Hills, 1949). En trabajos sucesivos se demostró que las 
especies de Bacillus utilizan D-Ala como auto inhibidor de la germinación de esporas cuando hay muchas 
esporas. Esta actividad está mediada por la expresión de una alanina racemasa que convierte el agente 
promotor (L-Ala) en agente inhibidor (D-Ala) de la formación de esporas (Halvorson & Spiegelman, 
1952). Este mecanismo de auto inhibición podría ser un mecanismo adaptativo para prevenir la 
germinación prematura bajo condiciones de escasez de nutrientes y alta densidad de población, una 
condición ambiental que causaría la muerte celular. En un trabajo más reciente se sugiere que la D-Ala 
podría, además, alterar la cinética de germinación in vivo para favorecer la eficiencia y el tiempo de 
infección; en Bacillus anthracis la coordinación del tiempo de germinación es importante durante las 
primeras etapas de infección y puede determinar la supervivencia de la célula o sucumbir al ataque de los 
macrófagos del hospedador (McKevitt et al., 2007).  
	  
Figura 1.9. Ciclo de esporulación. Esquema donde se presentan las diferentes fases por las 
que pasa una bacteria durante el proceso de esporulación. 
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1.5. LAS RACEMASAS, ENZIMAS IMPLICADAS EN LA PRODUCCIÓN DE DAA 
Las racemasas son las enzimas que catalizan la conversión de los aminoácidos L en D. Estas 
enzimas se pueden clasificar en dos grupos principales en función de si requieren del coenzima piridoxal 
5’-fosfato (PLP), la forma activa de la vitamina B6, para realizar la catálisis. Dentro del grupo de las 
racemasas PLP dependientes están contenidas enzimas eucariotas como la aspartato racemasa (AspR), 
alanina racemasa (AlaR) y la serina racemasa (SerR); así como las procariotas AlaR, SerR, ArgR y las 
recientemente identificadas como una nueva clase de racemasas de amplio espectro (BsrR). Dentro de las 
racemasas PLP-independientes de procariotas se encuentran las aspartato racemasas (AspR), glutamato 
racemasas (GluR) y las prolina racemasas (ProR). Ambos tipos de enzimas, PLP-dependientes y PLP-
independientes, desprotonan el carbono α del L-aminoácido para re-protonarlo en el lado contrario 
generando la forma D del aminoácido. 
El mecanismo de reacción de la racemasa AlaR es uno de los más estudiados, en este caso se forma 
una base de Schiff interna a través de un enlace covalente entre el PLP y un residuo de Lys de la enzima. 
La L-Ala reacciona con el PLP para formar una base de Schiff externa mediante una reacción de 
transaldimidación. La extracción del hidrógeno α del substrato produce una forma aniónica estabilizada 
como intermediario quinona con el PLP (Fig. 1.10). A través de una segunda reacción de 
transaldimidación con la Lys el intermediario quinona es entonces protonado liberando la forma opuesta 
del residuo de Ala (Eliot & Kirsch, 2004). 
	  
Figura 1.10. Mecanismo de reacción de las racemasas. La reacción comienza con la 
formación de una aldimina mediante un mecanismo de transaldiminación de la lisina unida al 
PLP. La AlaR usa la tirosina para desprotonar la L-Ala formando una quinona como 
intermediario de reacción, el cual es re-protonado en el lado opuesto al cofactor a través de la 
lisina para producir la D-Ala. 
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Se han descrito cinco tipos de enzimas PLP-dependientes atendiendo al tipo de plegamiento, tipo 
I-V (Grishin et al., 1995, Soda et al., 2001). Las racemasas se encuentran contenidas dentro del tipo III, 
que contiene AlaR, ArgR y alguna aminoácido descarboxilasa (Fig. 1.11), siendo la enzima AlaR el 
principal representante. AlaR actúa como homo-dímero, cada monómero se compone de dos dominios, 
uno de ellos con un plegamiento en forma de barril α/β de ocho hebras y el otro contiene hebras β. El 
sitio activo del dímero está formado por residuos de ambos monómeros. 
1.5.1. ALANINA RACEMASAS 
Las alanina racemasas (AlaR) pertenecen al tipo III (Fig. 1.11 c) de las racemasas PLP-dependientes. 
Se ha estudiado activamente el mecanismo de acción de las AlaR ya que son las responsables de la 
producción de la D-Ala, uno de los principales componentes de las cadenas peptídicas que conforman la 
	  
Figura 1.11. Tipos de plegamiento de las enzimas PLP-dependientes (Tipos I-V). 
Las estructuras de estas enzimas se pueden relacionar con el tipo de reacción que llevan a 
cabo. El coenzima PLP está representado en modelo de palos negros. 
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pared celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, además son importantes dianas para nuevas 
drogas antibacterianas. 
La enzima actúa como homodímero, cada monómero se compone de dos dominios diferentes. El 
dominio N-terminal se pliega en forma de barril α/ β de ocho hebras y el dominio C-terminal presenta 
seis hebras β en forma de barril y dos hebras β adicionales (una de ellas del N-terminal y la otra del C-
terminal) extendiendo así la superficie de este dominio. El sitio activo se encuentra contenido en el 
domino N-terminal y está parcialmente cubierto por el dominio C-terminal del otro monómero, la 
cavidad resultante es estrecha y solo permite la entrada del substrato L-Ala (Fig. 1.12 a) 
Sitio activo de AlaR. El cofactor PLP se encuentra fuertemente estabilizado en el sitio activo. Un 
residuo de lisina (Lys 34 en Escherichia coli AlaR, AlaREC) forma un enlace covalente con el PLP (Fig 1.12 
b). El anillo del PLP está flanqueado por residuos hidrofóbicos de un lado y por una histidina (His159 en 
AlaREC) del otro (Fig 1.12 b). Un residuo de arginina (Arg129 en AlaREC) se orienta hacia el PLP jugando 
un papel importante en la estabilización del carboxilato de la L-Ala en el intermediario quinona que se 
forma durante la reacción. Además en el sitio activo se encuentra un residuo peculiar, una lisina N-
carboxilada (KCX), la cual establece un enlace de hidrógeno con la Arg129. 
Mediante este trabajo de investigación se ha llevado a cabo la cristalización y resolución estructural 
de representantes de dos familias de proteínas de superficie presentes en bacterias: racemasas PLP 
dependientes y proteínas NSCP. Los objetivos propuestos comprenden la caracterización tanto de los 
sitios activos de las enzimas como de los sitios de interacción con otras proteínas, así como la 
	  
Figura 1.12. Sitio activo de las alanina racemasas. a) Superficie molecular de la entrada al sitio 
catalítico de AlaR (AlaREC) de E. coli, los monómeros están coloreados en blanco y negro. Se 
indican las dimensiones de la entrada de la cavidad en Armstrongs. b) Detalle del sitio activo de 
AlaREC. Los residuos implicados en la catálisis, así como el cofactor están representados 
en modelo de varillas, las moléculas de agua se representan en esferas. 
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identificación del mecanismo de reacción y de interacción. Se ha realizado un análisis comparativo de las 
diferentes racemasas PLP conocidas con el fin de describir el mecanismo catalítico que define a las 
enzimas monoespecíficas y multiespecíficas. Además, a través de un análisis bioinformático, se ha 
comprobado la plasticidad de la racemasa de amplio espectro BsrV. Los resultados obtenidos se 
encuentran reflejados en los trabajos de investigación publicados, así como en el material inédito que se 














Con la finalidad de poder ampliar el conocimiento sobre la regulación de la biosíntesis de la pared 
bacteriana y los mecanismos de interacción de organismos patógenos con su hospedador, se han elegido 
varias proteínas implicadas en diferentes aspectos relacionados con la biosíntesis del peptidoglicano y la 
virulencia. En primer lugar, la fosfoglicerato quinasa (PGK), proteína citosólica que cataliza la segunda 
etapa de la glicólisis y que está implicada en la interacción con proteínas del hospedador. En segundo 
lugar, las racemasas de amplio espectro de diferentes microorganismos (BsrV, Bsu17640, BsrAb, BsrKo), 
enzimas capaces de racemizar una amplia variedad de aminoácidos, produciendo lo que se conoce como 
D-aminoácidos no canónicos que se incorporan al peptidoglicano de la bacteria. Por último, se ha 
estudiado una L,D-transpeptidasas de E. coli (YnhG) que actúa incorporando los D-aminoácidos a la pared 
bacteriana. 
A continuación se enumeran los objetivos propuestos en este trabajo para cada una de las proteínas 
anteriormente descritas: 
§ PGK de Streptococcus pneumoniae : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína PGK. 
• Análisis estructural de dicha proteína, en su forma aislada y en presencia de ligandos de 
interés. 
• Caracterización de la PGK como una proteína no clásica de superficie del neumococo y 
conocer su localización en la superficie del mismo. 
• Caracterización de la interacción de PGK con proteínas del hospedador (plasminógeno) 
mediante una aproximación estructural y su implicación en virulencia. 
§ BsrV de Vibrio cholerae : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína BsrV. 
• Análisis estructural de dicha proteína, en su forma aislada y en presencia de ligandos de 
interés. 
• Caracterización del mecanismo de reacción de las racemasas de amplio espectro y 
comparación con el de las alanina racemasas. 
• Caracterización de su implicación funcional en el metabolismo de la bacteria. 
§ Bsu1760 de Baci l lus subt i l i s : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína Bsu17640. 
• Análisis estructural de dicha proteína, en su forma aislada y en presencia de ligandos de 
interés. 
 
§ BsrAb de Acinetobacter  baumanii : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína BsrAb. 
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• Análisis estructural de dicha proteína, en su forma aislada y en presencia de ligandos de 
interés. 
§ BsrKo de Kinge l la oral i s : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína BsrKo. 
• Análisis estructural de dicha proteína, en su forma aislada y en presencia de ligandos de 
interés. 
§ YnhG de Escher i chia co l i : 
• Cristalización y determinación estructural de la proteína YnhG. 
















3.1. VISIÓN GENERAL DEL PROCESO	  
La Cristalografía de Rayos X permite determinar la estructura tridimensional de la materia ordenada, 
tanto de naturaleza inorgánica como orgánica. Nos permite obtener una imagen tridimensional a escala 
atómica del material cristalizado. Aplicado al campo de proteínas, proporciona toda la información 
estructural, como el plegamiento y detalles físico-químicos como son las distancias y ángulos de enlace; 
dando una información clave para entender la función biológica y los procesos en los que están 
involucradas. Mediante la cristalografía se pueden estudiar desde sistemas sencillos hasta los más 
complejos, como la estructura de un virus o los grandes agregados moleculares, como es el caso del 
ribosoma. La determinación estructural de proteínas mediante Cristalografía de Rayos X conlleva una 
serie de etapas, las cuales se resumen a continuación (Fig. 3.1). 
3.2. CRISTALIZACIÓN 
La obtención de cristales es un paso crucial para la determinación de la estructura tridimensional. 
En el caso de las proteínas, este paso suele ser complejo debido a que las macromoléculas pueden 
contener zonas móviles, difíciles de estabilizar o incluso, que el orden alcanzado no sea suficiente para 
	  
Figura 3.1. Esquema general del proceso de resolución de estructuras moleculares y 
cristalinas mediante la difracción de rayos X. Para la resolución estructural de proteínas es 
necesaria una muestra de proteína pura, una vez que se han obtenido cristales de proteína de alta 
calidad se miden en un difractómetro de rayos X o instalación sincrotrón, posteriormente se lleva 




dar lugar a un patrón de difracción de calidad suficiente. Los cristales de proteína contienen grandes 
cantidades de solvente (entre 30 y 80% del volumen del cristal (Matthews, 1968), lo que les confiere una 
extrema fragilidad y, en general, proporcionan un patrón de difracción débil. Sin embargo, el hecho de 
encontrar la proteína rodeada de solvente permite obtener su estructura en un ambiente no muy diferente 
al de su estado fisiológico. El objetivo de la cristalización es obtener cristales de tamaño y orden interno 
adecuados que proporcionen un espectro de difracción suficientemente completo como para determinar 
la estructura de las moléculas que lo componen. 
3.2.1. CRISTAL Y SIMETRÍA 
Un cristal es una red imaginaria formada por unidades elementales idénticas denominada cada una 
de ellas celdilla unidad. Estas unidades elementales se repetirán, por traslación, a lo largo de las tres 
direcciones del espacio generando así el volumen total del cristal. A su vez, la cedilla unidad está formada 
por una unidad mínima denominada unidad asimétrica, el contenido de la celdilla es el resultado de 
aplicar las operaciones de los elementos de simetría sobre la unidad asimétrica (Fig. 3.2). La celdilla unidad 
está definida por tres ejes (a, b, c) y tres ángulos (α, β, γ). 
El conjunto de operaciones de simetría compatibles con las repeticiones por traslación (retículo 
cristalino) está limitado a 32 combinaciones diferentes, denominadas clases cristalinas, o grupos puntuales 
cristalinos. Pero a su vez, el número de retículos cristalinos diferentes, compatibles con estas 
combinaciones no es infinito, sino que está limitado a 14, conocidos con el nombre de redes de Bravais. 
	  
Figura 3.2. Representación esquemática de unidad asimétrica, celdilla unidad y cristal. La 
unidad asimétrica se repite dentro de la celdilla unidad, aplicando los elementos de simetría. A su 
vez, la celdilla unidad se repite, por traslaciones, formando el cristal tridimensional 
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La combinación de los distintos tipos de retículos posibles (14 redes de Bravais) y de los conjuntos de 
elementos de simetría compatibles (32 clases cristalinas) conduce a 230 modos de repetición diferentes 
mediante los cuales los átomos y las moléculas se empaquetan en el espacio cristalino. De estas 230 
modalidades de repetición, que se denominan grupos espaciales, las macromoléculas biológicas sólo son 
compatibles con 65 de ellos. Esta reducción es debida a la quiralidad intrínseca de estas moléculas, por lo 
que las combinaciones de elementos de simetría de los cristales de estas moléculas no pueden contener 
centros de inversión. Todos los aspectos de simetría de los cristales, incluyendo los grupos espaciales, se 
encuentran recogidos en las denominadas Tablas Internacionales de Cristalografía. 
3.2.2. FACTORES QUE AFECTAN A LA CRISTALIZACIÓN 
La cristalización es el proceso en el que a través de un cambio de fase pasamos de tener una 
macromolécula en solución acuosa a tenerla como un sólido cristalino. El proceso de cristalización se 
puede ilustrar mediante un diagrama de fases, en el cual se muestra cómo están relacionadas la 
concentración de proteína y precipitante. Los cristales de proteína se forman en condiciones de 
sobresaturación, a medida que nos acercamos a la zona de precipitación se produce una agregación de 
proteína, se forman pequeños núcleos que sirven como base para el crecimiento de los cristales (Fig. 3.3). 
Para que tenga lugar la cristalización de una proteína se requiere: 
1. Una muestra de proteína pura. La presencia de contaminantes puede evitar la formación de 
cristales. 
	  
Figura 3.3. Diagrama de fases. Se muestran las diferentes zonas en las que la proteína se 
puede encontrar durante un experimento de cristalización. 
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2. Que el solvente en el que se encuentra la proteína permita que precipite con una sal o un 
compuesto orgánico.  
3. Que la solución de proteína se acerque a la sobresaturación, donde se produce la formación de 
pequeños agregados de proteína que sirven como núcleos de cristalización. 
4. Una vez que se han formado los núcleos comienza el crecimiento del cristal. 
Soluc ión prec ipi tante . 
Agente precipitante. Suelen usarse polímeros de diferente masa molecular, como el 
polietilenglicol, y sales. También se pueden utilizar compuestos orgánicos volátiles o no, como los 
alcoholes. Además de la naturaleza del precipitante también se varía su concentración. 
pH. Afecta a la solubilidad de la proteína, el mínimo de solubilidad se alcanza cerca del punto 
isoeléctrico de la proteína. Se usan rangos de pH en torno a 4,0 y 8,5. 
Tª. Se trabaja a una temperatura de 4ºC y 18ºC. 
Aditivos. Se emplean sales, alcoholes, azúcares, detergentes y otras moléculas de pequeño tamaño 
a baja concentración 
Soluc ión de prote ína. 
Se suele usar una concentración de proteína en torno a 10 mg/ml. Esta concentración variará en 
función de la solubilidad y/o estabilidad de la muestra en solución. Así, una proteína muy soluble 
requerirá trabajar a una mayor concentración para que alcance el estado de sobresaturación, la solubilidad 
y/o estabilidad pueden verse afectadas por la naturaleza del tampón, el valor del pH y la presencia de 
sales. Se suelen utilizar tampones a una concentración baja (20- 40 mM) y se evitan aquellos tampones o 










Tabla 3.1. Parámetros de cristalización. Factores físicos, químicos y bioquímicos que afectan al experimento de 
cristalización. 
Factores Físicos Factores Químicos Factores Bioquímicos 
Temperatura Tipo de precipitante Pureza de la muestra 
Metodología Concentración del precipitante Impurezas macromoleculares 
Tiempo pH y tampón Agregación 
Presión Fuerza iónica Modificaciones post-traduccionales 
Gravedad, convección y sedimentación Ambiente reductor/ oxidante Origen de la muestra 
Vibraciones y sonido Concentración de la muestra Almacenamiento de la muestra 
Campos magnéticos Iones metálicos Proteólisis 
Campos eléctricos Detergentes Modificaciones químicas 
Propiedades dieléctricas Impurezas moleculares Modificaciones en secuencia 
Viscosidad Poli-iones Simetría de la muestra 
Superficie del material de cristalización Agentes entrelazantes pI de la muestra 
Agentes nucleantes Metales pesados Historia de la muestra 
Volumen Origen de los reactivos Ligandos, cofactores, inhibidores 
Material particulado/ amorfo Pureza de los reactivos Contaminación microbiana 
Manipulación de la muestra Formulación de los reactivos Métodos de purificación 
 
3.2.3. BÚSQUEDA DE CONDICIONES DE CRISTALIZACIÓN 
En general, encontrar las condiciones adecuadas en las que una proteína cristaliza requiere de 
muchos intentos, dadas las múltiples variables que intervienen en el proceso. A la hora de cristalizar una 
proteína nueva, no se conoce, a priori, ninguna información que indique cuál será la condición de 
cristalización más favorable, por lo que es imprescindible llevar a cabo búsquedas sistemáticas de 
soluciones insolubilizantes más adecuadas. Para ello se suelen usar baterías de soluciones preparadas 
comercialmente, entre las que destacan Crystal Screen I, Crystal Screen II, Salt RX, e Index de la casa 
comercial Hampton (Hampton Research, CA, USA), y JCSG+Suite y PACT+Suite de QUIAGEN. En 
nuestro laboratorio contamos, además, con el robot de cristalización Gilson-Innovadine semiautomatizado 
que permite realizar numerosas pruebas con un coste mínimo de tiempo y cantidad de muestra (tan sólo 
250 nL).  
Una vez obtenidos algunos cristales iniciales, será necesario poder reproducirlos y optimizarlos, 
algo que, en muchos casos, puede ser más complicado que la obtención inicial de cristales. Y para ello se 




3.2.4. EXPERIMENTOS DE CRISTALIZACIÓN 
Existen varios métodos de cristalización, como son la difusión de vapor, contradifusión, diálisis, 
microsiembra o macrosiembra. En este trabajo se han empleado principalmente las técnicas de difusión 
de vapor y microbatch. 
Técnica  de  Microbatch.  
La técnica de microbatch fue desarrollada en 1990 (Chayen, 1998) para llevar a cabo experimentos de 
cristalización usando cantidades muy pequeñas de proteína. Para evitar la evaporación de la gota, los 
ensayos se dispensan e incuban bajo una aceite de parafina de baja densidad. Las gotas de cristalización se 
mantienen bajo el aceite ya que son más densas que el aceite de parafina.  
Este método consiste en mezclar la solución de proteína y la solución precipitante a sus 
concentraciones finales. El agua de las gotas de cristalización se evapora lentamente a través de la capa de 
aceite, resultando en un incremento de la concentración de proteína y precipitante hasta que se alcanza el 




Figura 3.4. Esquema de las diferentes técnicas de cristalización. a) Técnica de microbatch. b) 
Técnica de difusión de vapor en gota colgante (derecha) y gota sentada (izquierda). 
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Difusión de vapor .  
En este método las gotas se preparan mezclando el mismo volumen de solución de proteína y de 
precipitante. Es un sistema cerrado que evolucionará por equilibrio de vapor, como la mezcla de proteína 
y precipitante en la gota está menos concentrada que la solución precipitante en el pocillo, el agua de ésta 
se evaporará, uniéndose a la solución del pocillo. Como resultado de este proceso, la concentración de la 
proteína y del precipitante aumentarán lentamente en la gota, y si las condiciones son las adecuadas, se 
formarán cristales. 
El método más común para estos experimentos es el basado en la técnica de la gota colgante. Se 
colocan unos pocos microlitros (1-2 µL) de la solución de proteína en el centro de un cubre-objetos de 
vidrio y se la añaden otros tantos microlitros de la solución precipitante. El cubre-objetos que contiene la 
gota de mezcla se le da la vuelta y con él se tapa el pocillo mencionado (Fig. 3.4 b).  
En el método de gota sentada la mezcla de solución de proteína y precipitante se sitúa sobre una 
elevación plana o cóncava que se encuentra por encima del nivel de la solución de cristalización, 
finalmente se sella con una lámina flexible de plástico adhesivo y transparente (Fig. 3.4 b). 
3.2.5. CRISTALIZACIÓN DE COMPLEJOS DE PROTEÍNA-PROTEÍNA 
Para la cristalización de los complejos de proteína-ligando se pueden llevar a cabo dos 
procedimientos diferentes: la inmersión (soaking) o co-cristalización (Hassell et al., 2007). 
Co-cristalización. La proteína se incuba con el ligando previamente o se mezclan directamente en la 
gota de cristalización, así la proteína cristalizará en presencia del ligando. En algunos casos la incubación 
previa permite que zonas móviles se estabilicen y la proteína se empaquete correctamente. 
Inmersión (soaking). Los cristales de proteína se sumergen en una solución con ligando. El ligando 
difundirá por los canales de solvente presentes en el cristal hasta que se forme el complejo proteína-
ligando. Para ello es necesario que el sitio activo sea accesible y que el empaquetamiento de los cristales 
no sea muy denso, dejando acceso al ligando. Por lo tanto, este método sólo se utiliza en el caso de 
ligandos de pequeño tamaño, que sean capaces de pasar entre los canales de solvente.  
3.2.6. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
La preparación de las muestras requiere de tres pasos: crio-protección, enfriamiento rápido (en 
inglés shock-cooling) y el trasvase del cristal a la cabeza goniométrica del aparato de rayos X. 
La crioprotección de los cristales requiere de la introducción de agentes crioprotectores tanto 
dentro como fuera del cristal (el cual contiene entre 40- 90% de solvente) y de la eliminación del agua del 
exterior del mismo. 
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Al ser expuestos a los rayos X los cristales sufren un importante daño, producto de la radiación, 
que afecta a la estructura interna y que causa la pérdida del poder de difracción. Para minimizar estos 
efectos indeseados y alargar la vida útil del cristal, maximizando el tiempo total de exposición, los cristales 
son vitrificados en nitrógeno líquido. Durante el proceso de vitrificación es muy importante evitar la 
formación de micro-cristales de hielo, que interfieren en la difracción propia del cristal y producen la 
disrupción del mismo. Por este motivo, los cristales se sumergen previamente en una solución que 
contiene un agente crio-protector junto con el líquido madre. El agente crioprotector difundirá sobre la 
superficie del cristal e incluso en algunos casos penetrará al mismo, protegiéndolo y permitiendo el 
adecuado proceso de vitrificación. 
Los agentes crioprotectores más usados son: PEG, MPD, glicerol, paratona, criosales, etc. Los 
crioprotectores más comunes son efectivos en una concentración entre 15 y 25% (v/v). Las pruebas de 
crioprotección se realizan siempre primero a las concentraciones más bajas posibles, incrementando esta 
gradualmente a los efectos de utilizar la mínima concentración 
de agente crioprotector. 
Para poder ser transportados y manipulados fácilmente 
los cristales son pescados de la gota de cristalización con la 
ayuda de un pequeño lazo de nylon unido a una base metálica 
magnética (Fig. 3.5).  
Después de montar los cristales se sumergen durante 
unos segundos en una gota que contiene tanto la solución del 
reservorio como el agente crioprotector a una concentración 
adecuada. Por último, el lazo se sumerge rápidamente en 
nitrógeno líquido. 
3.3. DIFRACCIÓN DE RAYOS X Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL 
La Difracción de Rayos X es el fenómeno físico fundamental a través del cual se manifiesta la 
interacción de los rayos X con los cristales. Cuando un haz de rayos X incide sobre un cristal, éste 
interacciona con los electrones de los átomos que componen el cristal, haciéndolos vibrar acopladamente 
con las variaciones periódicas de su campo eléctrico. Los electrones oscilantes se convierten así en focos 
de nueva radiación X que se emite en forma esférica, fenómeno denominado dispersión, normalmente 
elástica. Los rayos X dispersados por los electrones interfieren entre sí, pudiendo dar lugar a 
cancelaciones. Sin embargo, como los átomos en un cristal están ordenados de manera regular y periódica, 
también ocurre que, en determinadas direcciones, se combinan y refuerzan para dar lugar a lo que se 
denomina dispersión cooperativa o difracción. En el caso de que se de una interferencia constructiva se 
cumple la ley de Bragg, la cual describe el fenómeno de difracción (Fig. 3.6). El uso de la radiación X se 
	  
Figura 3.5. Fotografía de un cristal 
montado en un lazo de nylon.	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debe a que el fenómeno de difracción requiere que la longitud de onda de la radiación electromagnética 
sea del mismo orden de las distancias entre los focos dispersores, los átomos del cristal. 
El modo en que la cristalografía de rayos X llega al conocimiento de la estructura cristalina de 
cualquier material puede comprenderse mejor si se compara con el símil que representa la observación de 
un objeto a través de un microscopio óptico. En éste, la radiación dispersada por el objeto en estudio se 
recombina de nuevo, a través de un sistema de lentes, para dar lugar a la imagen aumentada del objeto 
dispersor. Sin embargo, no existe ninguna lente que sea capaz de focalizar los rayos X dispersados por los 
átomos. Para ello, las técnicas cristalográficas hacen uso de cálculos matemáticos “síntesis de Fourier”, 
con los que se consigue focalizar los rayos X. 
3.3.1. FUENTES DE RADIACIÓN 
Los rayos X que más interesan en el campo de la Cristalografía son aquellos que disponen de una 
longitud de onda alrededor de 1 Å, pues esa longitud de onda es muy próxima a las distancias entre los 
átomos. Este tipo de radiación X se produce en los laboratorios de Cristalografía mediante generadores 
de ánodo rotatorio o en las llamadas grandes instalaciones de sincrotrón. En este trabajo se ha utilizado 
principalmente las fuentes de radiación sincrotrón. 
Los equipos que se utilizan en los laboratorios de Cristalografía para producir estos rayos X son 
relativamente sencillos. Disponen de un generador de alta tensión (unos 50.000 voltios), que se 
suministra al llamado tubo de rayos X, que es realmente donde se produce la radiación. Esos 50 kV se 
suministran como diferencia de potencial (alto voltaje) entre un filamento incandescente (por el que se 
hace pasar una corriente de bajo voltaje, unos 5 A a unos 12 V)  y un metal puro (normalmente cobre o 
	  
Figura 3.6. Ley de Bragg. Cuando los frentes de onda emergentes tras la reflexión están en fase, 
se observará intensidad, es decir, se estará cumpliendo la ley de Bragg. 
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molibdeno), estableciéndose entre ambos una corriente de unos 30 mA de electrones libres. Desde el 
filamento incandescente (cargado negativamente) saltan electrones hacia el ánodo (cargado 
positivamente) provocando, en los átomos de este último, una reorganización electrónica en sus niveles 
de energía. 
Este es un proceso en el que se genera mucho calor, por lo que los tubos de rayos X deben estar 
muy refrigerados. Una alternativa a los tubos convencionales son los llamados generadores  de ánodo 
rotator io , en los cuales el ánodo, en forma de cilindro, se mantiene con un giro continuo, consiguiendo 
con ello que la incidencia de los electrones se reparta por la superficie del cilindro y así se puedan obtener 
potencias mayores de rayos X (Fig. 3.7 a). 
Radiac ión s incrotrón.  Una instalación sincrotrónica contiene un anillo por el que se hacen circular 
electrones a altísima velocidad en el interior de canales rectilíneos que de vez en cuando se quiebran para 
adaptarse a la curvatura del anillo (Fig. 3.7 b y 3.7 c). A estos electrones se les hace cambiar de dirección 
para pasar de un canal a otro usando campos magnéticos de gran energía (Fig. 3.7 d), y es en ese 
momento, cuando los electrones emiten una radiación. 
	  
Figura 3.7. Radiación sincrotrón. a) Detalle de un generador de rayos X y su detector. b) 
Imagen aérea de las instalaciones del sincrotrón ALBA en Barcelona. c) Esquema general de un 
sincrotrón. d) Sistema de imanes para la aceleración y redireccionamiento de las partículas 
internas de un sincrotrón. 
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Los rayos X obtenidos en las instalaciones de sincrotrón tienen dos grandes ventajas para la 
Cristalografía de rayos X: la longitud de onda se puede modular a voluntad, muy útil a la hora de resolver 
el problema de las fases necesarias para la resolución estructura; y su brillo es, como mínimo, un billón de 
veces (1012) superior a la de los rayos X convencionales. 
Las medidas de difracción tomadas a lo largo de este trabajo de tesis se han llevado a cabo en los 
sincrotrones ESRF (Grenoble, Francia), SLS (Villigen, Suiza) y ALBA (Barcelona, España). 
3.3.2. PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCIÓN 
Una vez que se ha montado el cristal, éste es irradiado con rayos X mientras se le hace girar en 
intervalos adecuados. La medida realizada en los sucesivos intervalos nos proporciona un conjunto de 
imágenes de difracción en las que se recoge la totalidad de los haces difractados por el cristal, los cuales 
constituyen el patrón de intensidades (Fig. 3.8). A partir del espectro de difracción podremos obtener las 
dimensiones de la celdilla unidad, que se calculan a partir de la posición relativa de los distintos haces 
difractados, y además el grupo espacial, que se obtiene del análisis de las intensidades que están ausentes. 
El procesado de datos de difracción consta de tres pasos: el indexado, la integración y el escalado; 
existen programas específicos que permiten realizar los cálculos requeridos en dichos pasos. 
	  
Figura 3.8. Imagen de un patrón de difracción de proteína. Imagen de 
difracción recogida en una recolección de datos de un cristal de proteína. Arriba a la 




Indexado . Es el primer paso para la extracción de información contenida en las imágenes de 
difracción e implica asignar los correspondientes índices de Miller a cada una de las reflexiones 
observadas en la misma. 
Los índices de Miller son tres números enteros hkl que identifican familias de planos paralelos que 
pueden definirse en el cristal y que de acuerdo a la construcción geométrica de W. H. y W. L. Bragg están 
asociados con la difracción de la red cristalina. 
Para el indexado se utilizaron los programas MOSFLM/ XDS que calculan, en primer lugar, la 
matriz de orientación del cristal, y en función de ella establecen los posibles grupos espaciales, la celda 
unidad y asignan los índices de Miller. 
Integrac ión . Una vez que es posible asociar cada una de las reflexiones con sus correspondientes 
índices de Miller, se procede a la integración. La integración permite calcular la intensidad de cada una de 
las reflexiones observadas. 
Escalado . Debido a que durante la recogida de datos la intensidad del haz de rayos X varía, los 
datos deben ser recogidos y puestos en la misma escala. Se lleva a cabo la corrección de las intensidades 
teniendo en cuenta el ruido de fondo de las imágenes, la mosaicidad del cristal, el decaimiento de la 
difracción del cristal y las fluctuaciones en la intensidad de la fuente de rayos X. Este procedimiento se 
conoce con el nombre de escalado de datos. Para el mismo se empleó el programa SCALA del paquete 
informático CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994) (Baley, 1994). Algunos de los criterios de la 
calidad de los datos de difracción son: 
Rsym. Indica las diferencias en la intensidad de las reflexiones relacionadas por simetría. Los valores 
globales para un buen conjunto de datos deben ser menores del 10% 
I/σ (I) . Representa la intensidad de la señal respecto del ruido. Son aceptables valores por encima 
de 2. 
Multipl i c idad o redundancia. Es el número de veces que, en promedio, se ha medido cada 
reflexión. Cuanto mayor es su valor, mejor será la estimación de los errores asociados a la medida de la 
reflexión. 
Complet i tud . Indica el porcentaje del espacio recíproco (espectro) que ha sido medido. La 
completitud global necesaria comprende un 90- 100%, así como del 80% en la última capa de resolución. 
Cálculo de l  módulo de fac tor de es tructura . El factor de estructura es la onda resultante del haz 
difractado por todos los átomos de la celdilla en una determinada dirección. Como cualquier onda, el 
factor de estructura viene caracterizado por su módulo, |Fhkl| y su fase, αhkl. El módulo representa la 
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amplitud del haz difractado y puede calcularse directamente a partir de la intensidad medida para dicha 
reflexión, pero la información de la fase, en cambio, se pierde durante el experimento de difracción. La 
transformación de I a F se hizo mediante el programa TRUNCATE del paquete informático CCP4 
(Collaborative Computational Project, 1994) (Baley, 1994). 
3.3.3. MÉTODOS DE RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL 
El proceso de resolución estructural implica la determinación, a partir de las intensidades de 
difracción experimentalmente obtenidas, de la función de densidad electrónica  ρ(x,y,z) correspondiente. 
Esta función nos permite conocer las posiciones atómicas de cada uno de los átomos que constituyen la 
molécula proteica. La función de densidad electrónica está dada por la siguiente relación: 
ρ(xyz) = 
1𝑉 |𝐹(ℎ𝑘𝑙)!!!!"!! | ∙ 𝑒!!!"(!!!!"!! !!" ) 
Ecuación 1. Función de densidad electrónica. V es el volumen de la celda unidad, x, y, z las 
coordenadas de cualquier punto del espacio, hkl los índices de Miller, │F(hkl)│ el módulo del 
factor de estructura y Φ(hkl) su correspondiente fase. 
Los factores de estructura representan la contribución a la difracción, para cada familia de planos 
(hkl), de los átomos contenidos en la celda unidad. Estos factores de estructura son la suma de 
una serie de términos que dependen básicamente de tres parámetros: el tipo de átomo, su poder 
de dispersión de los rayos X (descrito mediante el factor de dispersión atómica fj) y la posición 
del átomo en la celda unidad. 
𝐹 ℎ𝑘𝑙 = 𝑓!𝑒!!" !!!!!"!!!"!!  
Ecuación 2. Factor de estructura de cada haz difractado. Recoge la dispersión f de todos los 
electrones de todos los átomos j que están contenidos en la celdilla elemental del cristal, para la 
reflexión de índices h, k, l. 
Las intensidades de los haces difractados, obtenidas experimentalmente cuando recogemos las 
imágenes de difracción, son proporcionales al cuadrado de los módulos de los factores de estructura. Sin 
embargo, la información de las fases Φ(hkl) de los factores de estructura no se puede medir directamente. 
En cristalografía, este problema se conoce como el “problema de las fases”, y resolverlo, es el punto 
clave para lograr la determinación estructural. 
El “problema de las fases” puede resolverse mediante diversos métodos, los más comunes son: 
introduciendo átomos altamente dispersores, o método de Reemplazo Isomorfo Múltiple (MIR, del 
inglés Multiple Isomorphous Replacement), introduciendo átomos dispersores anómalos o método de 
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Dispersión Anómala Simple o Múltiple (SAD, del inglés Single-wavelength Anomalous Diffraction o MAD, 
del inglés Multi-wavelenght Anomalous Diffraction), y mediante Reemplazo Molecular (MR, del inglés 
Molecular Replacement), haciendo uso del modelo estructural de una proteína homóloga, previamente 
determinada. Con cualquiera de estos tres métodos podemos calcular unas fases iniciales, que junto con 
las amplitudes experimentales, nos permitirán calcular una función de densidad electrónica aproximada, y 
sobre la cual podremos construir nuestro modelo estructural. En este trabajo se ha utilizado el método 
MR como método de resolución estructural. 
El método MR 
Cuando se dispone de un modelo estructural de una proteína con secuencia de aminoácidos 
homóloga, el problema de las fases se puede resolver mediante la técnica de del reemplazo molecular 
(MR). La estructura de esta proteína homóloga se considera como si fuera la proteína que va a 
determinarse y sirve como un primer modelo que posteriormente será refinado. Este procedimiento está 
basado en la observación de que proteínas homólogas en su secuencia peptídica muestran un 
plegamiento muy similar. El problema consiste en transferir la estructura molecular de la proteína 
conocida, desde su propio empaquetamiento cristalino hasta el cristal de la proteína con estructura 
desconocida. El posicionamiento de la molécula conocida en la celdilla unidad de la proteína desconocida 
requiere determinar su correcta orientación y su posición precisa. Ambas operaciones, rotación y 
traslación, se calculan mediante las funciones denominadas de rotación y traslación (Fig. 3.9). 
La calidad de las soluciones de estas funciones se expresa mediante los coeficientes de correlación 
entre las funciones de Patterson experimental y la calculada con la proteína conocida. Un coeficiente de 
	  
Figura 3.9. Esquema del proceso de reemplazo molecular (MR). La molécula de estructura 
conocida (A) se gira mediante la operación de rotación [R] y se traslada mediante T, para llevarla a 
la posición que ocupa la molécula (A’). 
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correlación alto entre dichas funciones equivale a un buen acuerdo entre el espectro de difracción 
experimental y el calculado con la proteína conocida. Una vez orientada y trasladada convenientemente la 
molécula conocida, se calcula un mapa de densidad electrónica usando los factores de estructura 
experimentales. 
3.3.4. REFINAMIENTO DE LOS MODELOS. 
Una vez solucionado el problema de las fases, utilizando cualquiera de los métodos comentados en 
el apartado anterior, es posible calcular el primer mapa de densidad electrónica, que no es más que la 
representación gráfica de la función de densidad electrónica. 
En ausencia de un modelo estructural homólogo la construcción del modelo comienza por el 
trazado de la cadena polipeptídica dentro del mapa de densidad electrónica. Esta labor puede hacerse 
manualmente o bien, de forma automática, utilizando programas gráficos que permiten identificar los 
máximos de densidad electrónica en los que se situarán los átomos de nuestra molécula. Cuando se utiliza 
el Reemplazo Molecular como método de faseado, ya tenemos gran parte de la cadena polipeptídica 
trazada en el mapa de densidad, la del modelo estructural utilizado. 
Una vez trazada la cadena polipeptídica ya tenemos un modelo inicial. Pero éste aún es insuficiente 
para definir la estructura de nuestra proteína, por lo que ha de mejorarse mediante sucesivas etapas de 
refinamiento y modelado manual. 
Refinamiento matemático .  
Los parámetros que se refinan en una estructura cristalográfica son: 
-Coordenadas atómicas (x,y,z): determinan la posición de cada átomo dentro de la celdilla unidad. 
-Factor térmico B: representa la vibración térmica o movilidad de cada átomo. 
-Ocupación: hace referencia a la fracción de moléculas en las que un átomo ocupa una determinada 
posición. 
El tamaño de las moléculas de proteína hace que el número de parámetros a refinar sea del orden 
del número de observaciones, por lo que es necesario introducir una serie de restricciones geométricas 
(distancias y ángulos de enlace, torsiones, etc.), que en el caso de los aminoácidos y otras moléculas son 
de gran precisión. 
El método de refinamiento a utilizar depende del estado del modelo. En las primeras etapas del 
refinamiento se aplican métodos de refinamiento de Cuerpo Rígido (Rigid body) y Calentamiento Simulado 
(Simulated Annealing), mientras que en etapas posteriores se utilizan los Métodos Probabilísticos de 
Máxima Verosimilitud (Maximum Likelihood). 
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Durante el proceso de refinamiento debemos asegurarnos de que los cambios introducidos en el 
modelo converjan hacia la estructura real de nuestra molécula. Para seguir esta convergencia calculamos 
el factor de desacuerdo R, que nos indica la bondad del modelo mediante el cálculo de las diferencias 
entre el espectro observado (|Fo|) y el calculado a partir del modelo experimental (|Fc|). 
El factor R debe ir disminuyendo a lo largo del refinamiento, pero un valor bajo no justifica 
siempre que el modelo sea correcto. Para asegurarnos que los cambios que realizamos sobre el modelo 
son representativos de la estructura real, utilizamos un Método Estadístico de Validación Cruzada basado 
en el cálculo de un segundo factor de convergencia, el Rfree. Este método implica la separación del total de 
las reflexiones en dos conjuntos, un 90-95% de las reflexiones que serán utilizadas en el refinamiento 
(working test) y un 5-10% de las reflexiones que se emplearán solo para el control (test set). Por lo tanto, el 
factor Rfree indica el desacuerdo que existe entre el modelo refinado y las reflexiones que no utilizamos en 
el refinamiento, por lo que solo los cambios que disminuyan el Rfree serán correctos. 
𝑅 =    𝐹!"# − 𝑘|𝐹!"#|!!" |𝐹!"#|!!"   𝑥  100 
Ecuación 3. Fórmula del factor de desacuerdo R. 
Para el refinamiento Matemático se emplearon los programas REFMAC (Murshudov et al., 1997) y 
PHENIX (Adams et al., 2010). 
3.3.5. MODELADO MANUAL Y VALIDACIÓN DEL MODELO FINAL. 
Algunos de los sesgos del modelo no pueden solventarse mediante refinamiento matemático y han 
de corregirse manualmente mediante métodos visuales. Estos sesgos se deben a: 
-Errores en la colocación de la cadena principal o lateral de los aminoácidos. 
-Errores de secuencia causados por diferencias entre el modelo de Reemplazo Molecular y nuestra 
molécula. 
-Presencia de ligandos ausentes en el modelo inicial. 
La corrección de estos errores se realiza sobre los mapas de densidad electrónica calculados 
mediante una síntesis de Fourier, con los factores de estructura observados (Fo) y los factores de 
estructura calculados para el modelo (Fc), y en donde los coeficientes utilizados en el cálculo de los mapas 
son 2Fo – Fc y Fo – Fc. 
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El refinamiento se da por finalizado cuando el modelo se ajusta al mapa de densidad electrónica y 
los factores R y Rfree, se encuentran en unos valores cercanos o inferiores al 20% (R) y menores de 30% 
(Rfree). En este punto se debe comprobar que los parámetros tales como las distancias y los ángulos de 
enlace, la conformación de los rotámeros y los ángulos de torsión sean electroquímicamente aceptables. 
El diagrama de Ramachandran representa los ángulos de torsión Ψ y ϕ de los residuos de la cadena 
polipeptídica (Fig. 3.10), lo que nos permite conocer si los enlaces entre aminoácidos se encuentran 
dentro del intervalo permitido. Estos parámetros son analizados con los programas PROCHECK 
(Laskowski et al., 1996) y COOT (Emsley & Cowtan, 2004). 
3.4. OTROS PROGRAMAS UTILIZADOS 
Alineamiento de secuenc ias . Se emplearon los programas BLAST (Altschul & Lipman, 1990) y 
CLUSTALW (Thompson et al., 1994). 
Anális i s  de la es tructura secundaria.  El análisis de la estructura secundaria de los modelos 
estructurales obtenidos se llevó a cabo a través del programa PROCHECK (Laskowski et al., 1996) que 
revisa la estereoquímica de la molécula. 
Representac ión gráf i ca y  e laborac ión de f iguras .  Para la elaboración de las figuras se utilizó el 
programa PYMOL (DeLano, 2002). 
Servidor Dali .  A través de este servidor se pueden comparar estructuras de proteínas previamente 
resueltas y depositadas en el PDB (Holm & Rosenstrom, 2010). 
	  
Figura 3.10. Validación estructural. Diagrama de Ramachandran donde se muestran las 
zonas de dispersión aceptable para los valores de los ángulos de torsión de los enlaces 
peptídicos en un modelo estructural de una macromolécula, dependiendo de las diferentes 
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4.1. INTRODUCCIÓN A LA CRISTALIZACIÓN DE LA FOSFOGLICERATO 
QUINASA Y APORTACIÓN DEL AUTOR 
La resolución estructural de la molécula para el posterior análisis de la estructura requiere de un 
paso previo fundamental, la obtención de cristales de proteína. 
La fosfoglicerato quinasa (PGK) es una enzima ampliamente distribuida que participa en la ruta de 
la glicólisis. Algunas enzimas de esta ruta, como la enolasa o la GADPH, se han identificado como 
proteínas de superficie en neumococo involucradas en virulencia y en la unión a proteínas del 
hospedador. Esta unión permitiría a las células del neumococo diseminarse con facilidad a través del 
epitelio y el endotelio. 
La PGK (42 kDa) cataliza la segunda etapa de la glicólisis, la conversión reversible de 1,3-difosfo-
glicerato (BPG) a 3-fosfoglicerato (3PG) con la generación de una molécula de ATP. 
A través de este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 
ü Establecer el protocolo de expresión y purificación de PGK. 
ü Conocer las condiciones óptimas de cristalización de PGK. 
ü Obtener las estadísticas de datos de difracción preliminares empleados para resolver la 
estructura cristalográfica de PGK. 
La autora de esta Tesis llevo a cabo la cristalización de la proteína, así como la toma de los datos en 
el sincrotrón ESRF (Grenoble, Francia) y del procesado de los mismos. 
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4.1.1. DISCUSIÓN 
La proteína PGK se expresó y purificó con cola de histidinas en el tampón regulador 50 mM 
NaH2PO4 pH 8,0 y 300 mM NaCl. 
Se ensayaron más de 700 condiciones diferentes de cristalización a través de baterías soluciones 
comerciales, en una de estas soluciones se obtuvieron cristales iniciales. La proteína PGK cristaliza en un 
día a una concentración de 5 mg ml–1 en la condición de cristalización: 30% (m/v) de polietilenglicol 
(PEG) 4000, 200 mM Li2SO4 y 100 mM Tris-HCl a pH 8,5. 
Los primeros cristales obtenidos se midieron en una fuente de radiación sincrotrón, en el ESRF 
(Grenoble, Francia). Se obtuvo un conjunto de datos a 2,0 Å de resolución, los cristales pertenecían al 
grupo espacial ortorrómbico I222, con los parámetros de celdilla a = 62,76, b = 75,38, c = 83,63 Å. Los 
volúmenes de celdilla no permitían contener la proteína completa por lo que se determinó a través de un 
gel de electroforesis y espectrometría de masas que la proteína estaba proteolizada. 
Para evitar la proteólisis se incubó la proteína en presencia de los sustratos de la reacción, AMP-
PNP y 3PG. Se obtuvieron así cristales del complejo PGK-AMP-PNP-3PG en la condición de 
cristalización: 30% (m/v) PEG 4000, 200 mM MgCl2 y 100 mM Tris-HCl a pH 8,6. La optimización se 
llevo a cabo mediante el uso del detergente n-decanoyl sucrose (25 mM). 
Los cristales del complejo crecen en 3 días con un hábito cristalino diferente al que presentaban los 
de la proteína sin ligandos. Se recogió un conjunto de datos de difracción en el sincrotrón ESRF 
(Grenoble, Francia) a 1,78 Å de resolución, con buenas estadísticas. 
Los cristales del complejo ternario pertenecen al grupo espacial monoclínico P21, con los 
parámetros de celdilla a = 40,35, b = 18,23, c = 59,03 Å, β = 96,35º, con una molécula por unidad 
asimétrica. 
Mediante este trabajo de investigación se pueden obtener las siguientes conclusiones: 
ü Se ha expresado y purificado la proteína PGK. 
ü Se han obtenido las condiciones óptimas de cristalización de la proteína PGK. 
ü Se ha establecido un protocolo para evitar la proteólisis de la PGK. 
ü Se ha conocido el grupo espacial de la PGK, así como los parámetros de celdilla. 
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4.2. INTRODUCCIÓN A LA FOSFOGLICERATO QUINASA Y APORTACIÓN DEL 
AUTOR 
Streptococcus pneumoniae es el causante de una gran variedad de enfermedades infecciosas, coloniza el 
tracto respiratorio superior de humanos y causa infecciones locales como la otitis. Además, S. pneumoniae 
es conocido por ser el responsable de infecciones severas como la neumonía y la meningitis en niños, 
pacientes de edad avanzada y pacientes inmunodeprimidos. El aumento de la resistencia a antibióticos 
por parte del patógeno hace necesaria la búsqueda nuevos medios para combatirlo.  
Neumococo presenta en su superficie celular diversas moléculas que interaccionan con el 
hospedador a través de receptores, proteínas de la matriz extracelular y componentes del sistema 
circulatorio. Así, la unión al plasminógeno, (PLG) el componente mayoritario en el proceso de la 
fibrinólisis, favorece la diseminación y dispersión del patógeno a través de los tejidos y del sistema 
vascular. 
Se han identificado una serie de enzimas metabólicas, como la enolasa y la GADPH, en la 
superficie del patógeno, denominándolas proteínas de superficie no clásicas (NCSP). Estas proteínas 
exhiben funciones variadas, incluyendo la adherencia a componentes del hospedador como la 
fibronectina, laminina y receptores para el reclutamiento del PLG. La fosfoglicerato kinasa (PGK) de S. 
agalactiae también ha sido clasificada como una proteína que presenta funciones adicionales a la que 
realiza en la glicólisis. 
A través de este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 
ü Resolver la estructura tridimensional de la proteína PGK. 
ü Identificar a la PGK como una proteína no clásica de superficie del neumoco y conocer la 
localización de la PGK en la superficie celular del neumococo. 
ü Caracterizar el sitio de interacción de la PGK con el plasminógeno. 
ü Identificar el mecanismo de interacción de la PGK con el plasminógeno. 
ü Proponer, por primera vez, un mecanismo de interacción de una proteína de superficie con un 
activador del plasminógeno. Este mecanismo fue comprobado experimentalmente. 
En esta publicación, la autora de esta Tesis ha realizado la resolución de la estructura tridimensional 
de la PGK, así como del análisis estructural, ha identificado el otro sitio de unión al PLG y propuesto su 
interacción  con el activador de PLG. También ha propuesto un modo de interacción de la proteína PGK 
con proteínas del hospedador. 
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Pneumococcal phosphoglycerate kinase interacts with plasminogen and its tissue 
activator. 
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4.2.1. DISCUSIÓN 
En este trabajo se ha determinado que la proteína PGK forma parte del grupo de proteínas que 
llevan a cabo funciones diferentes a las del metabolismo celular y que se localiza también en la superficie 
celular interaccionando con las proteínas de la fibrinólisis. Se ha demostrado la co-localización de la PGK 
y el PLG, confirmando así que la PGK es una proteína que se une a PLG. 
El análisis estructural de la proteína PGK indicó que el sitio de unión a PLG se encuentra 
localizado en el extremo N-terminal en la cara opuesta al sitio catalítico, por lo que no afectaría a la 
actividad enzimática. Además, se ha determinado que la unión de la PGK al PLG no genera cambios 
conformacionales. 
El PLG interacciona con otras proteínas a través de los sitios de unión a lisina de sus dominios 
kringle. Estos sitios de unión están constituidos por dos triptófanos y una serie de residuos cargados que 
los rodean. La estructura de la PGK demostró que existe una zona rica en residuos de lisina expuestos 
que median en la interacción con el dominio kringle del PLG. 
Se ha realizado un modelo computacional de la interacción entre la PGK y el kringle 2 (K2) de la 
angiostatina. Apoyados en este modelo hemos propuesto que otras proteínas que contienen dominios 
kringle, como son los activadores de PLG (tPA y uPA), podrían interaccionar también con la PGK. A 
través de diferentes ensayos bioquímicos se ha confirmado que PGK es capaz de unirse a tPA pero no a 
uPA. En este trabajo se demuestra por primera vez la unión de S. pneumoniae al activador de PLG tPA. 
Además, hemos explicado por qué no interacciona con el uPA. 
La unión de la PGK a los dominios kringle del PLG permite que éste se encuentre en una 
conformación abierta promoviendo así su activación. Se ha demostrado que el reclutamiento de la 
plasmina en la superficie del neumococo facilita la degradación de fibrina, trombina y la matriz 
extracelular, favoreciendo la diseminación a través de los tejidos y la entrada en el sistema vascular. La 
unión de la PGK al PLG promueve la conversión del PLG en plasmina a través de la tPA, una propiedad 
única de la PGK es la capacidad de unir tPA, lo cual también fomenta la activación del PLG y en 
consecuencia la degradación de la fibrina. La inmovilización tanto del PLG como del activador tPA en la 
superficie bacteriana acelera la conversión enzimática del PLG a través del tPA en el lugar donde se está 
produciendo la infección por neumococo, facilitando así la dispersión del patógeno en el hospedador. 
Considerando que la fibrinólisis participa en los procesos inflamatorios complejos, nuestros 
resultados describen un nuevo escenario en el cual el neumococo podría revertir la maquinaria de la 
fibrinólisis durante la fase inicial de colonización aumentando su capacidad para diseminarse a través de 
los tejidos y entrando en el sistema vascular. 
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Las conclusiones de este trabajo se resumen a continuación: 
ü Se ha resuelto la estructura cristalográfica de la proteína PGK, que presenta un sitio de unión a 
plasminógeno en la cara opuesta a donde se encuentra el sitio activo de la enzima. 
ü Se ha demostrado que la PGK es capaz de unir plasminógeno y su activador tPA. 
ü Se ha propuesto un mecanismo de acción del neumococo a través del cual es capaz de reclutar 
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4.3. INTRODUCCIÓN A LA RACEMASA DE AMPLIO ESPECTRO BsrV Y 
APORTACIÓN DEL AUTOR 
En la naturaleza la mayoría de los aminoácidos D (DAA) se encuentran en las paredes bacterianas, 
D-Ala y D-Glu son los constituyentes de los péptidos que forman las cadenas peptídicas del 
peptidoglicano (PG). Estos DAA se producen a partir de las formas L a través de las enzimas alanina y 
glutamato racemasas (Alr1 y Mur1). La enzima Alr1 ha sido muy estudiada y está muy bien caracterizada, 
es una proteína citoplasmática que necesita del coenzima piridoxal fosfato (PLP) como cofactor. 
Mediante estudios cristalográficos de la AlaR de diversos organismos se han establecido las características 
estructurales que determinan su mono-especificidad. 
Recientemente, se ha demostrado que diversas bacterias producen y liberan al medio grandes 
cantidades de DAA distintos de los componentes canónicos de la pared celular (D-Ala y D-Glu). En 
Vibrio cholerae, la producción de estos DAA no canónicos (NCDAA) es dependiente de la racemasa BsrV, 
una enzima periplásmica de amplio espectro con una homología de secuencia muy alta con la alanina 
racemasa de  V. cholerae (AlrV). En V. cholerae, la presencia de NCDAA regula negativamente el 
metabolismo celular, a través de su incorporación en el PG. Los NCDAA también afectan a la estabilidad 
del biofilm, a la virulencia y a la esporulación. Se ha relacionado la producción de NCDAA con la 
competición de diferentes bacterias por establecerse en un hábitat. Dada la importancia de los NCDAA 
como agentes proveedores de propiedades adaptativas, el estudio de las racemasas multiespecíficas es 
crítico para entender los procesos que controlan, así como para desarrollar nuevos fármacos para 
combatir las bacterias patógenas. 
En este trabajo, se ha investigado la capacidad de la BsrV para racemizar una amplia variedad de 
substratos usando una combinación de técnicas estructurales, bioquímicas, de ingeniería de proteínas y 
bioinformáticas. Además, se ha determinado la huella molecular de los residuos que determina la 
multiespecificidad de la BsrV a través de la cual se ha podido identificar una familia de racemasas 
multiespecíficas de las que BsrV sería su representante. 
A través de este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 
ü Se ha resuelto la estructura cristalográfica de la proteína BsrV a muy buena resolución atómica. 
Así como la de la racemasa de amplio espectro de Aeromonas hydrophila, BsrAh. 
ü Se ha demostrado que la BsrV presenta un mecanismo de reacción diferente al de las racemasas 
monoespecíficas, con unos determinantes estructurales únicos. 
ü Se ha identificado la huella molecular que diferencia las racemasas de amplio espectro de 
aquellas que son monoespecíficas. 
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En esta publicación, la autora de esta Tesis ha realizado parte de los ensayos de cristalización, 
resolución estructural, el análisis estructural y el desarrollo de los modelos de docking que se proponen en 
el trabajo de investigación. 
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4.3.1. DISCUSIÓN 
En este trabajo se han realizado estudios cristalográficos, bioquímicos y bioinformáticos de dos 
racemasas de amplio espectro (BsrV y BsrAh) y se han identificado las bases estructurales que permiten a 
estas enzimas transformar un amplio rango de sustratos. También se ha determinado la huella molecular 
que permite identificar racemasas similares a BsrV de diversos microorganismos y distinguirlas de las 
alanina racemasas monoespecíficas. 
Por otro lado, se ha descubierto que BsrV puede racemizar adicionalmente diez aminoácidos 
presentes en proteínas, así como varios aminoácidos no proteinogénicos. Los substratos de BsrV se 
encuentran contenidos en dos clases principalmente: aminoácidos alifáticos no ramificados en β (Ala, Ser, 
Leu, Cys, Gln, Asn y Met) y aminoácidos básicos (Arg, Lys y His). El amplio rango de substratos que 
acepta BsrV, incluyendo los no naturales (ornitina, norleucina, homoserina, N-acetil lisina metil éster, 
diaminobutirato y aminonutirato), en comparación con otras racemasas hace que esta racemasa se 
presente como objeto de aplicaciones biotecnológicas e industriales. Actualmente, la producción de DAA 
es un proceso caro que depende de una catálisis química ineficiente. 
Curiosamente los miembros de esta familia de racemasas de amplio espectro se encuentra 
contenido dentro de las bacterias Gram-negativas. Sin embargo, algunos organismos Gram-positivos, 
como B. subtilis, se han propuesto como productores de NCDAA, este resultado sugiere que podrían 
existir otras familias de enzimas de amplio espectro aún no identificadas. El espectro de NCDAA que 
produce B. subtilis incluye varios aminoácidos que no pueden ser convertidos por la BsrV (D-Tyr y D-Trp). 
Un análisis exhaustivo de las estructuras de las racemasas de amplio espectro, BsrV y BsrAh,, con 
respecto a las mono-específicas, AlrAh, AlrEc y AlrBs, sugiere que la plasticidad del mecanismo catalítico de 
estas racemasas tiene tres determinantes esenciales: la disposición y características estructurales del sitio 
de entrada, la anchura del canal principal hacia el sitio activo y su entorno catalítico, el cual es capaz de 
contener y estabilizar substratos de naturaleza química diversa. La amplitud del sitio de entrada y el canal 
de la BsrV permite facilitar interacciones con aminoácidos más grandes que la alanina, de hecho, análisis 
estructurales, bioquímicos y de modelado sugieren que el canal de entrada de la BsrV podría también 
acomodar cadenas peptídicas. El sitio catalítico de las racemasas similares a BsrV está menos constreñido 
en comparación con las alanina racemasas, aparentemente debido a diferencias en los componentes de 
los cavidades (Cl– y Pro391) y a la disposición de los dominios enzimáticos que interaccionan. En 
trabajos previos se ha demostrado una variabilidad en la posición relativa de los dominios C y N terminal 
atribuida a cambios en los aminoácidos de la interfase del dímero. En las racemasas de amplio espectro, 
esta interfase está altamente alterada por la presencia de una nueva estructura formada por la extensión 
de la secuencia del N terminal. La maquinaria catalítica de las racemasas de amplio espectro presenta 
también diferencias importantes respecto a las enzimas monoespecíficas, como son la ausencia de la lisina 
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carbamilada, o la presencia de un ión Cl– cercano al PLP. Análisis mutacionales indicaron que la 
extensión N terminal, así como la huella de 16 aminoácidos que permite identificar las enzimas de amplio 
espectro, son críticas para la actividad de la racemasa.  
Dado el impacto de los NCDAA en una gran variedad de procesos celulares (estabilidad del 
biofilm, esporulación y comunicación celular, etc.), la caracterización estructural y regulatoria de las 
racemasas de amplio espectro podría abrir una puerta para el diseño de nuevas drogas que perturbarían la 
adaptación de la bacteria a condiciones adversas. 
Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 
ü Se ha resuelto la estructura cristalográfica de la proteína BsrV, con unas características únicas 
que le permiten convertir una gran variedad de aminoácidos. 
ü Se ha resuelto la estructura cristalográfica de la racemasa de amplio espectro BsrAh. 
ü Se han establecido las bases estructurales que determinan una racemasa de amplio espectro. 
Además, se ha descrito la huella molecular que permitiría identificar enzimas de amplio espectro 
anteriormente anotadas como monoespecíficas. 
ü Se han identificado los determinantes esenciales que permiten la plasticidad del mecanismo 
catalítico de este tipo de racemasas, relativos a la disposición del sitio de entrada, la amplitud del 
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4.4. INTRODUCCIÓN A LA BIOINFORMÁTICA DE RACEMASAS DE AMPLIO 
ESPECTRO Y APORTACIÓN DEL AUTOR 
Los D-aminoácidos son componentes esenciales de la pared celular, juegan un papel importante 
regulador en la esporulación, formación de biofilm y comunicación celular. Las racemasas son las 
enzimas que catalizan la conversión de los L-aminoácidos en D-aminoácidos. La mayoría de estas enzimas 
son monoespecíficas; sin embargo, existe una familia de racemasas de amplio espectro que son capaces 
de racemizar 10 de los 19 aminoácidos que presentan quiralidad. Estas racemasas pueden convertir una 
variedad de residuos diferentes, como son los aminoácidos alifáticos y cargados positivamente, 
produciendo lo que se conoce como D-aminoácidos no canónicos. Las estructuras cristalográficas junto 
con estudios bioinformáticos han permitido la identificación de residuos que definen la huella molecular 
de las racemasas de amplio espectro. En este trabajo se resumen los últimos conocimientos sobre esta 
familia en comparación con las ampliamente estudiadas alanina racemasas y se hace un análisis 
bioinformático de la cavidad catalítica y de su capacidad para racemizar sustratos muy diferentes. 
A través de este trabajo se cumplieron los siguientes objetivos: 
ü Se ha realizado una revisión de los tipos de racemasas y su clasificación en función del 
mecanismo de reacción.  
ü Se han detallado los mecanismos catalíticos de ambos tipos de racemasas, mono específicas y 
multiespecíficas. 
ü Se ha realizado una análisis comparativo de las estructuras de la nueva familia de racemasas de 
amplio espectro con las ampliamente estudiadas alanina racemasas, detallando las diferencias 
estructurales que las definen. 
ü Se ha llevado a cabo un análisis bioinformático que avala los resultados obtenidos a través de los 
diferentes docking realizados con los diversos substratos que acepta la racemasa de V. cholerae 
BsrV. 
En esta publicación, la autora de esta Tesis ha realizado el análisis estructural, la caracterización 
estructural y funcional de las racemasas y la discusión de los resultados bioinformáticos. 
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Structural bioinformatics in broad-spectrum racemases: a new path in 
antimicrobial research. 
Noelia Bernardo-García, Pedro Sánchez-Murcia, Federico Gago, Felipe Cava y Juan A. Hermoso 
Current Organic Chemistry (2015) Aceptado. 
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4.4.1. DISCUSIÓN 
La importancia de los D-aminoácidos para la supervivencia de la bacteria así como su implicación 
en diversas patologías humanas hace que sea necesario el estudio de la estructura y el mecanismo 
enzimático de las proteínas involucradas en la racemización de los aminoácidos. Se conoce mucho acerca 
de los inhibidores de las alanina racemasas, algunos son antibióticos naturales y muchos de ellos no son 
específicos; se ha identificado una nueva familia de inhibidores que no son sustratos de AlaR en 
Mycobacterium tuberlculosis. Recientemente, una nueva familia de racemasas localizadas en el periplasma se 
ha identificado en graves patógenos que afectan a humanos. En contraposición a las enzimas mono 
específicas (AlaR), las racemasas de amplio espectro (BsR) pueden convertir diez aminoácidos 
produciendo aminoácidos no canónicos. A través del análisis estructural y bioinformático se han podido 
determinar las diferencias en la especificidad de substrato entre las racemasas mono específicas y las de 
amplio espectro. 
Se ha descrito una nueva familia de racemasas de amplio espectro cuyo principal representante es la 
racemasa de Vibrio cholerae BsrV. BsrV puede racemizar aminoácidos alifáticos (no ramificados en β) y 
cargados positivamente; sin embargo, no son sustratos los aminoácidos cargados negativamente, 
aromáticos o alifáticos ramificados en β (Ile, Val y Thr). A través de la resolución estructural de la 
racemasa de amplio espectro BsrV se han podido identificar las características estructurales que definen 
esta nueva familia de racemasas. A pesar de que el plegamiento de BsrV es similar al de las AlaR, se 
observan diferencias importantes al superponer ambas estructuras, así la disposición de los dominios que 
presenta BsrV es diferente con respecto a las AlaR, estas diferencias se deben a la presencia de una hélice 
α extra y una extensión en el N-terminal. La inserción en el N-terminal, así como la presencia de un lazo 
corto que conforma la entrada al sitio catalítico, hace que el canal de entrada sea más ancho en la BsrV y 
que la separación de los sitios activos sea mayor en BsrV comparada con AlaR. 
Las estructuras a alta resolución ya resueltas junto con los análisis bioinformáticos aportan 
información clave sobre cómo es la unión del substrato y la catálisis enzimática de estas racemasas. El 
sitio activo de BsrV presenta diferencias determinantes que permiten su plasticidad a la hora de racemizar 
aminoácidos. La presencia de una Pro en sustitución de la Tyr que presentan las AlaR en la entrada del 
sitio catalítico, hace que la cavidad se ensanche permitiendo la entrada de sustratos de cadena lateral más 
grande. Además, la BsrV carece de la lisina carbamilada de manera que la Arg que participa en la unión a 
sustrato está estabilizada mediante un ión Cl–. A través de los mapas generados mediante el programa 
cGRILL (Cortes-Cabrera et al., 2015) se ha confirmado que la cavidad catalítica de la BsrV es mucho más 
amplia que la que presentan las AlaR. Mediante los programas cGRILL y Glide (LLC, S. (2015). Glide 
docking program.) se comprobó que, efectivamente, los aminoácidos cargados negativamente (Glu y Asp) 
no pueden ser sustratos de BsrV debido a la repulsión de carga existente en el sitio activo. Para 
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determinar las diferencias estructurales que definen la especificidad por el sustrato en las racemasas mono 
y multi específicas, se realizó un estudio de docking usando la estructura de la racemasa de Bacillus 
stearothermophilus (AlaRBs), en complejo con la D-Ala, como modelo. La estructura de BsrV se superpuso 
sobre este modelo y se reemplazó el sustrato (D-Ala) por todos los tipos de aminoácidos posibles, los 
mismos estudios se realizaron de manera paralela con AlaR. Se vio que en los aminoácidos alifáticos (Ala, 
Ser, Cys, Leu, Gln y Met) las cadenas laterales se estabilizan mediante interacciones hidrofóbicas con la 
Met347, los aminoácidos básicos (Arg, Lys y Orn) están además estabilizados por un puente de 
hidrógeno con la Tyr394 y mediante interacciones electrostáticas  con el Asp268 y el fosfato del PLP, que 
además está de acuerdo con los mapas de afinidad calculados mediante cGRILL. Además, los estudios de 
docking permiten determinar cómo las BsR, y no las AlaR, pueden racemizar una gran variedad de 
aminoácidos. La sustitución de la Tyr394 en AlaRBs por la Pro391 en BsrV (un residuo de Ala en otras 
BsR) proporciona un ensanchamiento del sitio activo y permite la entrada de varios sustratos con cadenas 
laterales diferentes, mientras que en AlaR los mismos sustratos generan múltiples choques con los 
aminoácidos que conforman la cavidad catalítica. 
Considerando el papel que juegan los NCDAA en la regulación de la pared celular y el 
metabolismo bacteriano, estos conocimientos establecen las bases para el diseño de drogas nuevas y más 
efectivas. 
Las conclusiones de este trabajo se resumen a continuación: 
ü Se han definido los diferentes tipos de enzimas PLP-dependientes en base a su plegamiento 
estructural. 
ü Se ha descrito el mecanismo catalítico de AlaR y comparado con el de la BsrV. 
ü Se han establecido las bases estructurales que definen a las racemasas monoespecíficas y a las 
racemasas de amplio espectro . 
ü Se ha descrito una nueva familia de racemasas de amplio espectro dentro de la cual se encuentra 
la racemasa de Vibrio cholerae BsrV. 
ü Mediante la caracterización estructural y los estudios bioinformáticos se han podido explicar las 
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5.1. ANEXO I. CRISTALIZACIÓN Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE LA RACEMASA 
MONOESPECÍFICA DE Baci l lus subt i l i s  Bsu17640 
I.I. CRISTALIZACIÓN 
Se realizó un muestreo masivo de condiciones de cristalización, se obtuvieron cristales en varias 
condiciones (Tabla I.1), todos ellos presentaban macla (Fig. I.1). 
 
Tabla I.1. Condiciones de cristalización iniciales de Bsu17640 
Proteína Precipitante Tampón* Aditivo* 
Bsu17640 
7mg/ml en 20 
mM Tris-HCl, 
200 mM NaCl 
pH 7,5 
20% (v/v) PEG 400 HEPES pH 7,5 CaCl2 
30% (m/v) PEG 8000 
Cacodilato de sodio pH 
6,5 
(NH4)2SO4 
8% (m/v) PEG 8000 Tris-HCl pH 8,5 – 
10% (v/v) PEG MME 
5000 
HEPES pH 7,0 5% Tacsimato 
*Todos los tampones y aditivos se encuentran a 100 mM y 200 mM, respectivamente. 
 
Figura I.1. Cristales iniciales de Bsu17640. A la derecha se muestra una ampliación de la gota 
de cristalización.	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Se llevó a cabo la optimización de los cristales obtenidos variando los porcentajes de PEG 4000 y 
el valor de pH así como la concentración de la proteína y el volumen de las gotas, estos ensayos se 
realizaron usando la técnica de difusión de vapor así como la técnica de microbatch. También se analizó 
el efecto de los detergentes en la cristalización (Detergent screen, Hampton Research, Aliso Viejo, California, 
USA) (Fig. I.2). Los cristales optimizados crecen hasta alcanzar su tamaño óptimo en menos de una 
semana (Fig. I.3). Aunque todos los cristales obtenidos después de la optimización eran grandes y con 
 
Figura I.2. Cristales de Bsu17640 con diferentes detergentes. Se muestran imágenes de 
cristales de proteína sin polarizador (izquierda) y con polarizador (derecha). 
 
Figura I.3. Cristales optimizados de Bsu17640 obtenidos bajo aceite. En la fotografía de la 
derecha se muestra una ampliación de un cristal obtenido mediante la técnica de microbatch. 
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buen hábito cristalino los que dieron mejor resultado fueron los obtenidos bajo la técnica de microbatch y 
usando una solución crioprotectora de 70% (v/v) Paratona.  
I.II. DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL 
Los cristales de Bsu17640 se midieron en el sincrotrón de Grenoble (ESRF) obteniendo un 
conjunto de datos de difracción a 2,1 Å de resolución. Los cristales pertenecen al sistema cristalino 
tetragonal, P432, con una dimensiones de celdilla de a = 141,09 Å, b = 290,41 Å, c = 87,21 Å, α =β = γ = 
90º. En la Tabla I.2 se recogen los resultados obtenidos del procesado de imágenes. 
 
Tabla I.2. Estadísticas del procesado de datos de difracción. 
 Bsu 17640 
Sistema cristalino Tetragonal 
Grupo espacial P4322 
a (Å) 14,09 
b (Å) 290,41 
c  (Å) 87,21 
α  (º) 90 
β  (º) 90 
γ  (º) 90 
Fuente de radiación Sincrotrón 
Longitud de onda (Å) 0,980110 
Intervalo de resolución (Å) 49,15–2,1 (2,175–2,1) 
Observaciones 1074403 
Reflexiones únicas 5253 
Completitud 100 (100) 
Multiplicidad 11,4 
*Rmerge 0,096 (0,55) 𝑰/𝝈(𝑰)  21,5 (4,8) 
Los valores entre paréntesis corresponden a la resolución más alta. 
*Rmerge=Σhkl Σi |Ii(hkl) – [I(hkl)]|/Σhkl Σi Ii(hkl), donde Ii(hkl). 
 
La estructura se resolvió mediante el método de Remplazo Molecular utilizando el programa 
MOLREP y usando la alanina racemasa de Bacillus anthracis (código PDB 3HA1) (Counago et al., 2009) 
como modelo inicial. Esta proteína presenta un 64% de homología y un 43% de identidad, 
respectivamente. Mediante el cálculo del coeficiente de Matthews se pudo estimar el porcentaje de 
solvente del cristal (51,61%), así como la presencia de dos moléculas en la unidad asimétrica (VM= 2,57 
Å3Da-1) (Matthews, 1968). 
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Se obtuvo un modelo final de Bsu17640 refinado a 2,1 Å de resolución. El mapa de densidad 
electrónica obtenido permitió modelar la cadena polipeptídica del residuo 1 al 386, 2 moléculas de PLP, 3 
iones cloro, 5 moléculas de TRIS, 5 moléculas de PEG y 505 moléculas de agua. Las estadísticas del 
refinamiento quedan recogidas en la Tabla I.3. El modelo final se validó comprobando que todos los 
residuos presentan conformaciones permitidas como se muestra en el diagrama de Ramachandran 
(Figura I.4). 
Tabla I.3. Estadísticas de refinamiento para el modelo de Bsu17640. 
Parámetros Bsu 17640 
Rwork/ Rfree (%) 17,45/ 21,70 
RMSD de los enlaces (Å) 2,48 
RMSD de los ángulos (º) 0,034 
Factor B medio (Å2) 23,8 




Mapa de Ramachandran  
Favorecidos (%) 97 
Permitidos (%) 2,5 
Prohibidos (%) 0,52 	  
	  
Figura I.4. Validación de la estructura Bsu17640. Diagrama de 
Ramachandran generado con PHENIX. 
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I.III. ANÁLISIS ESTRUCTURAL 
La estructura de Bsu17640 es globular y está constituida por dos dominios, en el extremo amino 
presenta un barril α/β de ocho hebras β, en el cual se encuentra el sitio de unión a fosfato; y en el 
extremo carboxilo encontramos un dominio de láminas β (Fig. I.5 a). El sitio activo de Bsu17640 es muy 
similar al de la racemasas monoespecífica AlaR previamente descrita. En el caso de Bsu17640 el cofactor 
PLP no se encuentra covalentemente unido a la lisina (Lys39). La proteína Bsu17640 cristalizó en una 
condición que presentaba TRIS pH 8,5 como tampón; la calidad del mapa de densidad permitió 
identificar varias moléculas de TRIS en la estructura, dos de ellas se encuentran estabilizadas por diversas 
interacciones de hidrógeno y polares en el sitio activo de la proteína (Fig. I.5 b); también se ha 
encontrado una molécula de TRIS con doble conformación en el centro del canal que conecta ambos 
sitios activos (Fig. I.5 c). 
El trabajo experimental relativo a esta proteína está completado, se está realizando un análisis 
bioinformático que permitirá conocer en profundidad los detalles del sitio activo de Bsu17640 y 
	  
Figura I.5. Estructura tridimensional de la racemasa Bsu17640. a) Representación del 
plegamiento de un monómero de Bsu17640 con el dominio N-terminal formado por un barril 
α/β  y el dominio C-terminal constituido por láminas β. b) Detalle del sitio activo. Se muestran 
los residuos que lo forman y las interacciones presentes con el cofactor (PLP) y el ligando TRIS. 
c) Superficie molecular del dímero de Bsu17640. Se muestra cada uno de los monómeros en color 
azul y marrón, así como las moléculas de TRIS que están presentes en los sitios activos y en el 
canal que conecta ambos. 
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comprender el mecanismo catalítico de esta enzima que no presenta el cofactor PLP unido 
covalentemente a la Lys. Actualmente se está trabajando en la puesta en común de los resultados para la 
elaboración del artículo de investigación que se pretende publicar en la correspondiente revista de 
carácter científico. 	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5.2. ANEXO II. CRISTALIZACIÓN Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE LA RACEMASA 
DE AMPLIO ESPECTRO DE Acinetobacter  baumanii  BsrAb 
II.I. CRISTALIZACIÓN 
Tras el muestreo masivo de condiciones de cristalización se obtuvieron cristales en varias 
condiciones (Tabla II.1), con buen tamaño y hábito cristalino (Fig. II.1). 
Tabla II.1. Condiciones de cristalización iniciales de BsrAb 
Proteína Precipitante Tampón* Aditivo* 
BsrAb 
13 mg/ml en 20 
mM Tris-HCl pH 
7.5 
25% (m/v) PEG 1500 MIB** tampón pH 5,0 – 
20% (m/v) PEG 6000 Acetato de sodio pH 5,0 CaCl2 
25% (m/v) PEG 1500 SPG** tampón pH 4 y 5 – 
10% (m/v) PEG 3000 Acetato de sodio pH 4,5 Zn(O₂CCH₃)₂ 
*Todos los tampones y aditivos se encuentran a 100 mM y 200 mM, respectivamente. 
** Tampones MIB y SPG están compuestos de malonato, imidazol y ácido bórico a un ratio molar de 
2:3:3 y ácido succínico, fosfato sódico dihidrógeno y glicina a un ratio molar 2:7:7, respectivamente. 
 
Figura II.1. Condiciones comerciales donde cristalizó la proteína BsrAB. a) 10% 
(m/v) PEG 3000, 0,2 M acetato de zinc y 0,1 acetato de sodio pH 4,5. b) 25% (m/v) 
PEG 1500 y 0,1 M tampón SPG pH 5. c) 25% (m/v) PEG 1500 y 0,1 M tampón SPG 
pH 4. d) 25% (m/v) PEG 1500 y 0,1 M tampón MIB pH 5. 
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La optimización de los cristales obtenidos se llevó a cabo variando los porcentajes de PEG 4000 y 
el valor de pH así como la concentración de la proteína y el volumen de las gotas, estos ensayos se 
realizaron usando la técnica de difusión de vapor así como la técnica de microbatch. Los cristales 
optimizados se forman en tres días en 25% (m/v) PEG 1500 tampón MIB pH 4, 5 y 6 en difusión de 
vapor (Fig. II.2). Aunque los cristales tenía buen aspecto hubo que probar diferentes crioprotectores para 
mejorar la difracción de los mismos, dando como mejor resultado el uso de 70% Paratona. 
II.II. DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL 
Los experimentos de difracción de rayos-X se llevaron a cabo en el sincrotrón ALBA (Barcelona) 
obteniendo un conjunto de datos de difracción a 1,8 Å de resolución. Los cristales pertenecen al sistema 
cristalino ortorrómbico, C2221 con una dimensiones de celdilla de a = b = 72,88 Å, c = 332,83 Å, α = β 






Figura II.2. Cristales optimizados de BsrAb. Fotografía de una gota de 
cristalización usando un polarizador, arriba a la derecha se muestra una ampliación de 
la misma. 
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Tabla II.2. Estadísticas del procesado de datos de difracción. 
 BsrAb 
Sistema cristalino Ortorrómbico 
Grupo espacial C2221 
a (Å) 142,0 
b (Å) 290,5 
c  (Å) 87,3 
α  (º) 90 
β  (º) 90 
γ  (º) 90 
Fuente de radiación Sincrotrón 
Longitud de onda (Å) 1.000020 
Intervalo de resolución (Å) 41,2–2,4 (2,43–2,4) 
Observaciones 464967 
Reflexiones únicas 72269 
Completitud 95,8 (100) 
Multiplicidad 6,4 
*Rmerge  0,123 (0,54) 𝑰/𝝈(𝑰)  12,5 (5,6) 
Los valores entre paréntesis corresponden a la resolución más alta. 
*Rmerge=Σhkl Σi |Ii(hkl) – [I(hkl)]|/Σhkl Σi Ii(hkl), donde Ii(hkl). 
 
La estructura tridimensional se resolvió mediante el método de Remplazo Molecular usando el 
programa MOLREP con la racemasa de amplio espectro de Vibrio cholerae (código PDB 4BEU) (Espaillat 
et al., 2014) como modelo estructural, con la que presentaba un 70% y un 47% de homología y de 
identidad, respectivamente. Mediante el cálculo del coeficiente de Matthews se pudo estimar el porcentaje 
de solvente del cristal (50,43%), así como la presencia de cuatro moléculas en la unidad asimétrica (VM= 
2,48 Å3Da-1) (Matthews, 1968). 
El modelo final de BsrAb refinado se obtuvo a 2,4 Å de resolución. El mapa de densidad 
electrónica obtenido permitió modelar la cadena polipeptídica del residuo 19 al 390, 4 moléculas de PLP, 
5 iones cloro, 7 moléculas de PEG y 623 moléculas de agua. Las estadísticas del refinamiento quedan 
recogidas en la Tabla II.3. El modelo final se validó comprobando que todos los residuos presentan 




ANEXO II. MATERIAL INÉDITO 
196 
Tabla II.3. Estadísticas de refinamiento para el modelo de BsrAb. 
Parámetros BsrAb 
Rwork/ Rfree (%) 18,39/25,00 
RMSD de los enlaces (Å) 0,016 
RMSD de los ángulos (º) 1,50 
Factor B medio (Å2) 31,62 




Mapa de Ramachandran  
Favorecidos (%) 96 
Permitidos (%) 2,8 






Figura II.3. Validación de la estructura BsrAb. Diagrama de Ramachandran 
generado con el programa PHENIX. 
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II.III. ANÁLISIS ESTRUCTURAL 
La proteína BsrAb presenta dos dominios diferenciados N-terminal y C-terminal. El dominio N-
terminal que contiene el sitio de unión a PLP se compone de un barril α/β de ocho hebras β y el 
dominio C-terminal presenta láminas β (Fig. II.4 a). Los monómeros de las racemasas de amplio espectro 
resueltas hasta el momento presenta el mismo plegamiento; sin embargo, en BsrAb los dominios C-
terminal de los monómeros que componen el dímero funcional presentan diferencias en el plegamiento 
de dos bucles que se encuentran cerca del sitio activo (Fig. II.4 a). Además, se analizaron los factores de 
agitación térmica y se observó que los valores para las zonas que conectan ambos sitios activos son muy 
altos, confirmándose la movilidad que presentan dichos bucles (Fig. II.4 b). 
II.IV. CRISTALIZACIÓN EN PRESENCIA DE SUSTRATOS 
Para intentar entender el mecanismo de reacción de la enzima se realizaron una serie de 
experimentos de cristalización en complejo con diferentes sustratos de la enzima. Las técnicas que se 
emplearon fueron la co-cristalización de la proteína con el ligando y la inmersión (ver apartado de 
	  
Figura II.4. Estructura tridimesional de BsrAb. a) Superposición de los monómeros que 
componen BsrAb, se identifica el dominio N-terminal donde se encuentra el sitio de unión a PLP 
y el dominio C-terminal, el área recuadrada señala la zona en la que los bucles de ambos 
monómeros presentan conformaciones diferentes. b) Representación de los factores de agitación 
térmica para BsrAb. Los valores cercanos al azul reflejan baja agitación térmica, mientras que si se 
acercan al rojo la agitación térmica es mayor, lo que implica más flexibilidad. La zona que coincide 
con los bucles móviles que conectan ambos sitios activos está resaltada dentro del cuadro negro. 
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Técnicas Cristalográficas). Los ligandos que se usaron para la cristalización junto con la proteína fueron 
muy diversos, desde NCDAA (L-Met) hasta análogos de PG tanto naturales como sintéticos. En la Tabla 
II.4 se listan algunos de los ligandos empleados. 
Tabla II.4. Ligandos empleados para la cristalización con BsrAb 






















Producido a partir de la 




Unidad esencial de PG 
Se obtuvieron cristales mediante inmersión con L-Met que se midieron en el sincrotrón ALBA 
(Barcelona). En la figura II.5 se muestra un detalle de la calidad del mapa de densidad 2Fo-Fc para este 
ligando. Además, se observa que la Tyr282 presenta una doble conformación lo que podría indicar que 
estaría actuando como tapadera en la entrada al sitio activo de la enzima. 
ANEXO II. MATERIAL INÉDITO 
199 
 
Además de los ensayos de co-cristalización ya mencionados, se pretende cristalizar la proteína en 
presencia de otros aminoácidos (Arg, Leu, Asn, His, Gln y Lys). Se han obtenido datos de difracción de 
BsrAb en presencia de análogos de PG que están siendo analizados actualmente. Estos resultados junto 
con los análisis bioinformáticos pertinentes permitirán la elaboración de un trabajo de investigación apto 




Figura II.5. Mapa de densidad electrónica para el complejo BsrAb con L-Met. 
Cada uno de los monómeros que forman el sitio activo aparece coloreado en amarillo 
y azul, se muestran como varillas los residuos que interaccionan con el sustrato, la L-
Met y el LLP; el cloruro aparece como una esfera verde. La densidad electrónica 
corresponde al mapa 2Fo-Fc a 1σ. 
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5.3. ANEXO III. CRISTALIZACIÓN Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE LA RACEMASA 
DE AMPLIO ESPECTRO DE Kinge l la oral i s  BsrKo 
III.I. CRISTALIZACIÓN 
Se obtuvieron varias condiciones de cristalización en los muestreos iniciales que presentaban 
cristales (Tabla III.1), todos ellos estaban maclados (Fig. III.1). 
 
Tabla III.1. Condiciones de cristalización iniciales de BsrKo 
Proteína Precipitante Tampón* Aditivo* 
BsrKo 
7 mg/ml en 20 
mM Tris-HCl pH 
7,5 





25% (m/v) PEG 3350 Bis-Tris pH 5,5 NaCl 
25% (m/v) PEG 3350 Bis-Tris pH 5,5 MgCl2 
30% (m/v) PEG 4000 Acetato de sodio pH 4,6 Acetato amónico 
*Todos los tampones y aditivos se encuentran a 100 mM y 200 mM, respectivamente. 
 
Figura III.1. Cristales de BsrKo. a) Gota de cristalización inicial con cristales maclados. 
Condición de cristalización: 30% (v/v) PEG MME 2000 y 0,1 M Tiocianato de potasio. b) Cristales 
únicos en forma de prisma rectangular de pequeño tamaño obtenidos a partir de variaciones en la 
condición de cristalización inicial (30% (v/v) PEG MME 2000 y 0,1 M Tiocianato de potasio).	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La optimización de los cristales obtenidos se llevó a cabo variando los porcentajes de PEG y la 
concentración de la proteína en difusión de vapor. Además, se realizó un muestreo de detergentes. Los 
mejores cristales se forman a las dos semanas en 34% (v/v) PEG MME 2000, 100 mM K/ Tiocianato, 
las gotas se prepararon mezclando 2 µL de reservorio con 2 µL de proteína y 0,5 µL de aditivo CYMAL®-
5; se empleó la técnica de microbatch (Fig. III.2). El crioprotector utilizado fue 20% PEG 400.  
III.II. DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL 
La recogida de los datos de difracción se llevó a cabo en el sincrotrón ALBA (Barcelona) 
obteniendo un conjunto de datos a 1,94 Å de resolución. Los cristales pertenecen al sistema cristalino 
ortorrómbico, P212121 con una dimensiones de celdilla de a = 48,51 Å, b = 126,48 Å, c = 150,49 Å, α = β 










Figura III.2. Cristales optimizados de BsrKo. Fotografía de cristales con polarizador 
(derecha) y sin él (izquierda).  
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Tabla III.2. Estadísticas del procesado de datos de difracción. 
Parámetros BsrKo 
Sistema cristalino Ortorrómbico 
Grupo espacial P212121 
a (Å) 48,51 
b (Å) 126,48 
c  (Å) 150,49 
α (º) 90 
β  (º) 90 
γ  (º) 90 
Fuente de radiación Sincrotrón 
Longitud de onda (Å) 0,97948 
Intervalo de resolución (Å) 75,24 – 1,94 (1,99 – 1,94) 
Observaciones 785550 
Reflexiones únicas 69161 
Completitud 100 (99,8) 
Multiplicidad 11.4 
*Rmerge 0,17 (0,42) 𝑰/𝝈(𝑰)  14,8 (5,1) 
Los valores entre paréntesis corresponden a la resolución más alta. 
*Rmerge=Σhkl Σi |Ii(hkl) – [I(hkl)]|/Σhkl Σi Ii(hkl), donde Ii(hkl). 
 
La estructura tridimensional se resolvió mediante el método de Remplazo Molecular usando el 
programa MOLREP con la racemasa de amplio espectro de Proteus mirabilis (código PDB 4FS9) (Wu et al., 
2012) como modelo estructural, con la que presentaba un 72% de homología y un 55% de identidad, 
respectivamente. Mediante el cálculo del coeficiente de Matthews se pudo estimar el porcentaje de 
solvente del cristal (52,58%), así como la presencia de dos moléculas en la unidad asimétrica (VM= 2,59 
Å3Da1) (Matthews, 1968). 
El modelo final de BsrKo refinado se obtuvo a 1,94 Å de resolución. El mapa de densidad 
electrónica obtenido permitió modelar la cadena polipeptídica del residuo 25 al 403, 7 iones potasio, 2 
moléculas de PLP, 2 moléculas de isotiocianato, 22 moléculas de PEG y 567 moléculas de agua. Las 
estadísticas del refinamiento quedan recogidas en la Tabla III.3. El modelo final se validó comprobando 
que todos los residuos presentan conformaciones permitidas como se muestra en el diagrama de 
Ramachandran (Fig. III.3). 
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Tabla III.3. Estadísticas de refinamiento para el modelo de BsrKo. 
Parámetros BsrKo 
Rwork/ Rfree (%) 15,32/ 17,97 
RMSD de los enlaces (Å) 0,014 
RMSD de los ángulos (º) 1,38 
Factor B medio (Å2) 17,62 




Mapa de Ramachandran  
Favorecidos (%) 97,5 
Permitidos (%) 2,2 
Prohibidos (%) 0,3 
 
	  
III. III. ANÁLISIS ESTRUCTURAL 
La proteína BsrKo presenta el plegamiento típico de las racemasas PLP dependientes, con dos 
dominios N-terminal y C-terminal diferenciados. En el caso de esta racemasa de amplio espectro, el 
dímero formado se compone de dos monómeros idénticos en cuanto al plegamiento de los mismos se 
	  
Figura III.3. Validación de la estructura BsrKo. Diagrama de Ramachandran 
generado con PROCHECK. 
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refiere. En la figura III.4a se indican los dominios en los monómeros que conforman la estructura 
homodimérica de BsrKo, asimismo se puede apreciar la calidad del mapa de densidad 2Fo-Fc. 
A través de la aplicación APBS que se encuentra contenida dentro del programa PyMol se pudo 
calcular el potencial electrostático de la proteína; se observa que, tanto las entradas a los sitios activos 
como el canal que conecta ambos es altamente básico, mientras que la cara opuesta presenta un marcado 
carácter ácido (Fig. III.4 b).  
III.IV. CRISTALIZACIÓN EN PRESENCIA DE SUSTRATOS 
Con el fin de estudiar el mecanismo de reacción de la enzima y su función en la pared celular de la 
bacteria se llevaron a cabo una serie de experimentos de cristalización en los que se incubó la proteína 
con diversos sustratos y análogos estructurales del PG (Tabla III. 4). En el caso de BsrKo se realizaron 
 
Figura III.4. Plegamiento general y potencial electrostático de BsrKo. a) Mapa de densidad 
para uno de los monómeros que compone el homodímero BsrKo. La densidad electrónica 
corresponde al mapa 2Fo-Fc a 1σ. b) Representación del potencial electrostático generado con 
APBS, se muestran dos vistas: la cara que contiene los sitios activos con carácter básico y la cara 
opuesta con una zona central marcadamente ácida. Las cavidades catalíticas están resaltadas por 
dos circunferencias negras y las moléculas de PEG presentes en el cristal aparecen dibujadas 
como modelo de varillas. 
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también los procedimientos comunes de cristalización en presencia de ligandos, la co-cristalización y la 
inmersión. 
Tabla III.4. Ligandos empleados para la cristalización con BsrKo 






















Producido a partir de la 




Unidad esencial de PG 
 
La estructura de BsrKo presenta varias moléculas de PEG que están favoreciendo el 
empaquetamiento de la proteína en el cristal. Algunas de ellas se encontraban en la entrada a la cavidad 
del sitio activo (Fig. III.4b). Estas moléculas de PEG podrían estar simulando el complejo que formaría la 
proteína con las cadenas peptídicas que componen el PG. Hasta el momento se ha resuelto la estructura 
tridimensional de la proteína BsrKo en complejo con M4 (NAG-NAM-L-Ala-L-Glu-DAP-D-Ala), el 
ANEXO III. MATERIAL INÉDITO 
207 
péptido entraría en la cavidad catalítica e interaccionaría directamente con el PLP mientras que el 
disacárido quedaría en la zona más externa de la cavidad. Al superponer la estructura de BsrKo en 
complejo con M4 con la BsrKo en complejo con PEG se observa que ambas moléculas se encuentran 
ocupando el mismo sitio en el canal de entrada al sitio activo (Fig. III.5). 
Además de los datos de difracción de BsrKo en complejo con M4 que se han mostrado, se han 
recogido otros datos con diferentes análogos de PG. Se está realizando un análisis exhaustivo de los 
mismos que permitirá entender mejor el mecanismo de acción de esta enzima. Los resultados obtenidos 
quedan recogidos en un artículo de investigación pendiente de ser publicados en una revista de ámbito 
científico.  
	  
Figura III.5. Complejo cristalográfico de la racemasa BsrKo con el ligando 
M4, detalle de la entrada al sitio activo. En colores se presentan cada uno de los 
monómeros que forman el sitio catalítico, en naranja el domino N-terminal de un 
monómero y en superficie verde el dominio C-terminal del otro monómero. Los 
ligandos PEG y M4 se presentan en modelo de varillas blancas y azules, 
respectivamente. El LLP y el SCN (isotiocianato) aparecen coloreados en amarillo. 

ANEXO IV. MATERIAL INÉDITO 
209 
5.4. ANEXO IV. CRISTALIZACIÓN Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE LA L,D-
TRANSPEPTIDASA DE E.col i  YnhG 
IV.I. CRISTALIZACIÓN 
Tras el muestreo masivo de diferentes condiciones se obtuvieron varias condiciones de 
cristalización (Tabla IV.1). Se consiguieron cristales de gran tamaño que presentaban macla (Fig. IV.1).  
Tabla IV.1. Condiciones de cristalización iniciales de YnhG 
Proteína Precipitante Tampón* Aditivo* 
YnhG 
8 mg/ml en 20 
mM Tris-HCl pH 
7,5; 50 mM NaCl 
20% (m/v) PEG 8000 Tris pH 8,5 MgCl2 
25% (m/v) PEG 3350 HEPES pH 7,5 Acetato amónico 
*Todos los tampones y aditivos se encuentran a 100 mM y 200 mM, respectivamente.  
 
Figura IV.1. Cristales de YnhG. a) Gota de cristalización inicial con cristales maclados. 
Condición de cristalización: 20% (m/v) PEG 8000, 0,2 M cloruro de magnesio y 0,1 M Tris pH 8,5. 
b) Cristal único de gran tamaño con macla obtenido en la condición de cristalización inicial 25% 
(m/v) PEG 3350, 0,2 M Acetato de amonio y 0,1 M HEPES pH 7,5. 
	  
Figura IV.2. Cristales optimizados de YnhG. a) Fotografía de cristales obtenidos en el muestreo 
de detergentes con IPTG. b) Cristales optimizados mediante la técnica de microbatch.  
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La optimización de los cristales obtenidos se llevó a cabo variando los porcentajes de PEG 3350 y 
el tampón HEPES empleando la técnica de difusión de vapor. Además, se realizó un muestreo de 
detergentes (Fig. IV.2 a). Los mejores cristales se forman a la semana en 25% (m/v) PEG 3350, 200 mM 
Acetato de amonio y 100 mM HEPES pH 7,5 bajo aceite (Fig. IV.2 b). Los cristales se congelaron 
directamente en nitrógeno líquido sin necesidad de añadir un agente crioprotector. 
IV.II. DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL 
La recogida de los datos de difracción se llevó a cabo en el sincrotrón ESRF (Grenoble) 
obteniendo un conjunto de datos a 2,2 Å de resolución. Los cristales pertenecen al sistema cristalino 
monoclínico, C21 con una dimensiones de celdilla de a = 151,6 Å, b = 67,8 Å, c = 155,8 Å, β = 94,3 º. En 
la Tabla IV.2 se recogen los resultados obtenidos del procesado de imágenes. 
Tabla IV.2. Estadísticas del procesado de datos de difracción. 
Parámetros YnhG 
Sistema cristalino Monoclínico 
Grupo espacial C21 
a (Å) 151,6 
b (Å) 67,8 
c  (Å) 155,8 
α (º) 90 
β  (º) 94,3 
γ  (º) 90 
Fuente de radiación Sincrotrón 
Longitud de onda (Å) 0,97626 
Intervalo de resolución (Å) 77,70 – 2,22 (2,26 – 2,22) 
Observaciones 441543 
Reflexiones únicas 77763 
Completitud 98,9 (98,0) 
Multiplicidad 5,7 
*Rmerge 0,09 (0,95) 𝑰/𝝈(𝑰)  8,8 (1,7) 
Los valores entre paréntesis corresponden a la resolución más alta. 
*Rmerge=Σhkl Σi |Ii(hkl) – [I(hkl)]|/Σhkl Σi Ii(hkl), donde Ii(hkl). 
 
La estructura tridimensional se resolvió mediante el método de Remplazo Molecular usando el 
programa MOLREP con la L,D-transpeptidasa de Klebsiella pneumoniae (código PDB 4LZH) como modelo 
estructural, con la que presentaba un 49% de identidad, respectivamente. Mediante el cálculo del 
ANEXO IV. MATERIAL INÉDITO 
211 
coeficiente de Matthews se pudo estimar el porcentaje de solvente del cristal (44,23%), así como la 
presencia de cinco moléculas en la unidad asimétrica (VM= 2,20 Å
3Da1) (Matthews, 1968). 
El modelo final de YnhG refinado se obtuvo a 2,2 Å de resolución. El mapa de densidad 
electrónica obtenido permitió modelar la cadena polipeptídica del residuo 23 al 304 y 258 moléculas de 
agua. Las estadísticas del refinamiento quedan recogidas en la Tabla IV.3. Se realizó la validación de la 
estructura tridimensional a través del diagrama de Ramachandran (Fig. IV.3). 
Tabla IV.3. Estadísticas de refinamiento para el modelo de YnhG. 
Parámetros YnhG 
Rwork/ Rfree (%) 22,55/ 28,99 
RMSD de los enlaces (Å) 0,026 
RMSD de los ángulos (º) 2,24 
Factor B medio (Å2) 40,94 




Mapa de Ramachandran  
Favorecidos (%) 88,21 
Permitidos (%) 8,50 
Prohibidos (%) 3,29 
	  
Figura IV.3. Validación de la estructura YnhG. Diagrama de Ramachandran 
generado con PROCHECK. 
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IV. III. ANÁLISIS ESTRUCTURAL 
La proteína YnhG es una de las dos L,D-transpeptidasa que presenta E. coli que realizan los enlaces 
3–3 entre los meso-DAP de dos cadena peptídicas adyacentes en el peptidoglicano. Como se describe en la 
introducción, los enlaces cruzados comunes en el PG son los 4–3 que establecen las enzimas D,D-
transpeptidasas PBPs; sin embargo, los enlaces 3–3 aparecen sobre todo durante la fase estacionaria de 
crecimiento y confieren resistencia a la ampicilina. YnhG presenta tres dominios, un dominio tipo LysM 
de unión a PG, un dominio YkuD con actividad L,D-transpeptidasa donde se encuentra contenido el sitio 
activo y un dominio extra de función desconocida (Fig. IV.4 a). El sitio activo de la YnhG está formado 
por la His193; una cisteína, Cys209, se encarga de mantener la His en la conformación tautomérica 
correcta, además la cadena lateral de la Gly194 forma un enlace de hidrógeno con la His193 (Fig. IV.4 b). 
 
Figura IV.4. Estructura general de YnhG y detalle del sitio activo. a) YnhG presenta tres 
dominios diferenciados: un dominio LysM en naranja, un dominio transpeptidasa en verde y un 
dominio extra en rosa. b) Sitio activo de la L,D-transpeptidasa. Los residuos que intervienen en la 
reacción se muestran como varillas y el enlace de hidrógeno que se establece entre la Gly194 y la 
His193 aparece resaltado con una línea discontinua. c) A la izquierda, representación de los 
factores de agitación térmica para YnhG. Los valores cercanos al azul reflejan baja agitación 
térmica, mientras que si se acercan al rojo la agitación térmica es mayor lo que implica más 
flexibilidad. A la derecha se muestra una superposición de los cincos monómeros que componen 
el cristal de YnhG, con el bucle de uno de ellos en conformación más abierta. El sitio activo está 
representado mediante puntos. 
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Los diferentes dominios de la proteína presentan factores B medios bajos, por lo que la estructura 
en general es estable, no obstante contiene dos lazos cerca del sitio activo con factores de ocupación muy 
altos, indicando una mayor flexibilidad respecto del resto de la estructura; además, si se hace una 
superposición de los monómeros contenidos en el cristal de YnhG se puede apreciar que uno de ellos 
presenta el bucle en una conformación más abierta(Fig. IV.4 c).  
IV.IV. CRISTALIZACIÓN EN PRESENCIA DE SUSTRATOS 
Se han llevado a cabo diversos experimentos de co-cristalización en presencia de sustratos que 
inhiben la actividad de la enzima, como son las carbapenemas (meropenem) y antibióticos β-lactámicos. 
Además, para entender la función del dominio LysM, se realizaron experimentos de co-cristalización en 
presencia de análogos de PG y de maltooctaosa. En la tabla IV.4 se listan los diferentes ligandos 
empleados para la cristalización en complejo con YnhG. 
Tabla IV.4. Ligandos empleados para la cristalización con YnhG 
Ligando Fórmula química Estructura Tipo 
DHL-101 C41H68N8O22 
 












Producido a partir de la 
degradación del PG de E.coli 
Cefepima C19H24N6O5S2 
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Se han obtenido datos de difracción de YnhG en complejo con Meropenem, el antibiótico forma 
un enlace covalente con la Cys209 (Fig. IV.5). Por otro lado, el mapa de densidad correspondiente al 
conjunto de datos de YnhG con Meropenem no permitió trazar la cadena polipeptídica correspondiente 
al bucle que presenta movilidad cerca del sitio activo confirmando la flexibilidad del bucle. Además, se 
han obtenido varios cristales de YnhG por co-cristalización con diferentes análogos de PG, así como con 
el polisacárido.  
Actualmente se está analizando el conjunto de datos de difracción de YnhG en complejo con los 
diferentes ligandos. Estos resultados servirán para responder a la siguientes cuestiones: cómo se produce 
la inhibición de la actividad enzimática de la proteína, cómo realiza la actividad L,D-transpeptidasa y, 
también, cuál es la localización de la enzima en el PG de E. coli. 
	  
Figura IV.5. Complejo cristalográfico de YnhG con el antibiótico 
Meropenem. Se representa el dominio que contiene el sitio activo en verde, los 
residuos involucrados en la interacción están resaltados en modelo de varillas. El 
meropenem (en azul) se encuentra unido covalentemente a la Cys209. La 














En este trabajo se ha realizado la caracterización estructural y funcional de dos familias de proteínas 
de superficie implicadas en la regulación de la metabolismo de la pared celular bacteria y en interacciones 
con proteínas de la matriz extracelular del hospedador. A continuación se resumen los resultados más 
importantes para cada una de ellas y sus implicaciones en la fisiología de la bacteria. 
6.1. EL PAPEL MULTIFUNCIONAL DE LA FOSFOGLICERATO QUINASA DE 
NEUMOCOCO Y SU IMPLICACIÓN EN VIRULENCIA 
El papel de la proteína de neumococo PGK en la glicólisis es ampliamente conocido; sin embargo, 
recientemente hemos demostrado que, además de participar en el metabolismo celular, se encuentra 
localizada en la superficie celular. Este hecho ha permitido clasificarla dentro del grupo de proteínas no 
clásicas de superficie (NCSP), ya que son proteínas que carecen de péptido líder o motivos de anclaje a 
membrana. 
Streptococcus pneumoniae es capaz de unir plasminógeno (PLG) humano a través de las proteínas que 
se encuentran expuesta en la superficie del patógeno. El reclutamiento de PLG en la superficie del 
neumococo promueve la conversión del PLG en plasmina (serín proteasa), favoreciendo la disolución de 
las cadenas de trombina y la degradación de la matriz extracelular del hospedador. Este mecanismo de 
interacción aumenta la virulencia del patógeno ya que facilita su diseminación a través de los tejidos del 
hospedador. A través de ensayos de microscopía electrónica se ha podido determinar la localización de la 
PGK en la superficie del neumococo y junto con el PLG, confirmando la interacción de la proteína PGK 
con el PLG. 
La determinación estructural de la PGK de neumococo ha permitido determinar que el sitio de 
unión a PLG se encuentra localizado en el dominio N-terminal de la proteína en la cara opuesta al sitio 
activo, de manera que la actividad enzimática no se vería afectada. 
Se sabe que el PLG interacciona con otras proteínas a través de los sitios de unión a lisina que 
contienen sus dominios kringle. El sitio de unión a lisina está formado por las cadenas laterales de dos 
triptófanos y varios residuos cargados alrededor. La proteína PGK de neumococo presenta una zona de 
lisinas expuestas que podrían mediar la interacción con el PLG. El modelo de interacción de PGK con el 
dominio K2 del PLG generado a partir de la estructura cristalográfica de PGK ha permitido establecer las 
bases de la interacción. Recientemente se ha resuelto la estructura del PLG humano el cual presenta las 
mismas interacciones en el K2 y el dominio serín proteasa. El modelo de interacción entre la PGK y el 
K2 propuesto planteó la posibilidad de que la PGK pudiera interaccionar con otras proteínas que 
presentaran dominios kringle, como son los activadores de PLG (uPA y tPA). Además, mediante ensayos 
bioquímicos se ha confirmado que uno de los activadores (tPA) interacciona con la PGK de neumococo. 
Hasta la fecha, es la primera vez que se describe la interacción de un activador de PLG con S. pneumoniae.  
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La interacción con los dominios kringle del extremo N-terminal produciría una apertura 
conformacional que activaría el centro proteolítico del PLG. Los resultados del análisis de la actividad de 
la plasmina indican que la unión del PLG a la PGK promovería la conversión del PLG en plasmina a 
través de los activadores tPA o uPA. Una propiedad única que presenta la PGK de neumococo es la 
capacidad de reclutar el tPA, activando el plasminógeno y la degradación de las cadenas de fibrina de 
manera eficaz. La capacidad de unir tanto PLG como tPA en la superficie del neumococo favorecería la 
conversión del PLG en plasmina a través del tPA en la zona donde se está produciendo la infección, 
potenciando la degradación de la matriz extracelular y facilitando la dispersión del patógeno dentro del 
hospedador (Fig. 4.1). 
Dado que la fibrinólisis está relacionada con los procesos inflamatorios, nuestros resultados 
describirían un nuevo escenario en el que el neumococo desestabilizaría la maquinaría de fibrinólisis del 
hospedador durante la fase inicial de colonización. Este hecho potenciaría tanto la diseminación a través 
de los tejidos como la entrada en el sistema circulatorio. 
 
	  
Figura 6.1. Interacción de PGK con proteínas del hospedador y su implicación en patogénesis. a) 
Fotografía de microscopía electrónica en la que se ve cómo el neumococo degrada activamente la matriz 
extracelular, el neumococo aparece coloreado en rojo y la matriz extracelular en amarillo. Sobre la fotografía se 
muestra el modelo estructural del complejo entre la proteína de neumococo PGK (superficie verde) y la 
angiostatina (ANG) (superficie azul) generado a partir de la estructura cristalográfica de la PGK. b) 
Representación esquemática del reclutamiento de plasminógeno y tPA en la superficie del neumococo. La 
PGK está expuesta en la superficie del neumococo pudiendo reclutar tanto el plasminógeno como la tPA. El 
efecto combinado de ambas proteínas es empleado por la bacteria para degradar la matriz extracelular del 
hospedador permitiendo así la diseminación y dispersión del patógeno a través de los tejidos. 
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6.2. MAQUINARIA CATALÍTICA E IMPLICACIONES IN VIVO  DE UNA NUEVA 
FAMILIA DE RACEMASAS DE AMPLIO ESPECTRO.  
Se ha identificado una nueva familia de racemasas, las racemasas de amplio espectro (BsR), capaces 
de generar D-aminoácidos no canónicos (NCDAA). Estas Bsrs se encuentran localizadas en el espacio 
periplásmico de la bacteria, en contraposición a las racemasas mono específicas (AlaR) presentes en el 
citoplasma celular. Los NCDAA están involucrados en gran variedad de procesos celulares, tales como la 
modulación de la estructura de la pared celular, la esporulación y la disolución de biofilms, entre otros. 
Nuestro análisis exhaustivo de un miembro representativo de esta familia de racemasas de amplio 
espectro, la racemasa de Vibrio cholerae (BsrV), a través de diversas técnicas de cristalografía de rayos X, 
bioquímicas y bioinformáticas ha permitido identificar los atributos que determinan la multiespecificidad 
de dicha enzima. 
Hemos identificado una serie de residuos conservados que definen la huella molecular del sitio 
activo, permitiendo diferenciar las racemasas de amplio espectro de las alanina racemasas (AlaR). Además, 
los residuos que conforman la huella molecular están directamente relacionados con la multiespecificidad 
de BsrV. El análisis estructural de otra BsR permitió a su vez confirmar que los factores que determinan 
la plasticidad de BsrV están conservados en los miembros de la familia de racemasas de amplio espectro. 
Aunque inicialmente se pensaba que BsrV únicamente era capaz de producir los aminoácidos no 
canónicos D-Met y D-Leu, en este trabajo hemos demostrado que esta enzima puede racemizar ocho 
aminoácidos proteinogénicos más, así como algunos aminoácidos no proteinogénicos. Los substratos de 
le enzima se pueden dividir en dos clases: los aminoácidos alifáticos que no están ramificados en β (p. ej. 
Ala, Ser, Leu, Cys, Gln, Asn y Met) y los aminoácidos básicos (p. ej. Arg, Lys e His). 
Un análisis comparativo de las estructuras de miembros de la familia de las BsR y de las AlaR 
permitió determinar las características esenciales que determinan la plasticidad de estas racemasas. Estos 
determinantes estructurales están relacionados con la mayor amplitud de la cavidad catalítica así como el 
entorno catalítico que permite la entrada de substratos de muy diversa naturaleza química. Además, 
análisis estructurales, bioquímicos y de modelado sugieren que el canal de entrada de la BsrV podría 
acomodar cadenas peptídicas.  
Se ha propuesto un modelo de acción de la BsrV in vivo que explicaría la regulación del 
peptidoglicano mediada por NCDAA en Vibrio cholerae. Durante la fase exponencial de crecimiento de la 
bacteria BsrV no se expresa y el PG está compuesto únicamente de aminoácidos canónicos (D-Ala y D-
Glu). Una vez que la bacteria entra en la fase estacionaria, la BsrV se exporta al espacio periplásmico 
donde se acumulan altas concentraciones de NCDAA. El PG incorpora estos NCDAA inhibiendo así la 
actividad de la BsrV y evitando una modificación abusiva del peptidoglicano y una excesiva acumulación 
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de aminoácidos no canónico libres. BsrV deja de producirse cuando el crecimiento de la bacteria finaliza 
(Fig. 4.2). La producción controlada de NCDAA por parte de la bacteria podría ser crucial para la 
adaptación de la pared celular frente a condiciones perjudiciales. 
Teniendo en cuenta la estructura cristalográfica de la proteína BsrV proponemos un modelo de 
interacción de la proteína con el modelo de panal de abeja del peptidoglicano (Meroueh et al., 2006) 
donde los dos sitios activos de BsrV encajarían en las cadenas peptídicas del PG, demostrando así el 
bloqueo de la enzima en la etapa final de crecimiento bacteriano (Fig. 4.2). 
Dado el impacto que tienen los NCDAA en una gran variedad de procesos celulares, tales como la 
estabilidad del biofilm, la esporulación celular, la comunicación celular y la síntesis del peptidoglicano, 
entre otras; tanto el análisis estructural como el mecanismo de regulación de esta familia de racemasas de 
amplio espectro abre una nueva vía para el diseño de drogas dirigidas a dificultar la adaptabilidad de la 
bacteria. 
	  
Figura 6.2. Esquema de la regulación que 
ejerce la BsrV sobre el PG mediada por 
NCDAA. a) En la fase exponencial de 
crecimiento, V. Cholerae no expresa BsrV y 
el PG presenta únicamente aminoácidos 
canónicos. b) En la fase estacionaria la 
BsrV produce altas concentraciones de 
NCDAA que se acumulan en el periplasma 
y el PG contiene modificaciones. c) Las 
modificaciones presentes en el PG 
provocan la inhibición de la proteína BsrV, 
evitando una acumulación excesiva de 
NCDAA libres. En la ampliación se 
muestra el modelo de interacción generado 
a partir de la estructura tridimensional de 
BsrV (en superficie amarilla y azul) y el 
modelo de panal de abeja del PG 
(representado como modelo de varillas, en 
naranja las cadenas glicánicas y en morado 
las peptídicas), los sitios activos de la 
enzima aparecen como CS1 y CS2. d) La 
racemasa BsrV deja de expresarse cuando 
el crecimiento bacteriano finaliza, no hay 
producción de NCDAA ni la consiguiente 













A continuación se enumeran las principales conclusiones extraídas de este trabajo de investigación: 
1. Se ha cristalizado y resuelto mediante cristalografía de rayos X la estructura tridimensional de 
la proteína PGK de S. pneumoniae. La proteína se compone de dos dominios globulares, el 
dominio N-terminal contiene el sitio de unión al sustrato y el dominio C-terminal el sitio 
catalítico. 
2. Experimentos de microscopía electrónica demostraron que la proteína PGK está localizada en 
la superficie celular de neumococo. La PGK carece de un motivo de anclaje a membrana y se 
desconoce el mecanismo de exportación al exterior celular, por lo que se la ha clasificado 
dentro de la familia de proteínas no clásica de superficie (NCSP). 
3. Se ha demostrado que la PGK de neumococo es capaz de unir tanto plasminógeno (PLG) 
como angiostatina (ANG). El análisis estructural de la proteína PGK ha determinado que el 
sitio de unión a plasminógeno (PLG) se encuentra en el dominio N-terminal de la proteína, en 
la cara opuesta al sitio activo.  
4. El modelo computacional basado en la estructura cristalográfica de PGK en complejo con el 
kringle 2 (K2) del plasminógeno (PLG) permitió describir los detalles de la interacción. Este 
modelo sugirió la potencial interacción de la PGK con los activadores de PLG que contenían 
dominios kringle. 
5. La PGK es capaz de unir el activador de plasminógeno tPA pero no el uPA, el análisis 
estructural reveló cambios importantes en el sitio de unión a lisina que presentaba uPA que 
impedían la interacción con PGK.  
6. Se han definido los diferentes tipos de enzimas PLP-dependientes atendiendo a su 
plegamiento estructural. 
7. Se ha identificado una nueva familia de racemasas de amplio espectro dentro de la cual se 
encuentra la racemasa de Vibrio cholerae BsrV.  
8. Se ha descrito el mecanismo catalítico de las alanina racemasas (AlaR) y comparado con el de 
las racemasas de amplio espectro (BsrV). La caracterización estructural y los estudios 




9. Se ha resuelto mediante cristalografía de rayos X la racemasa de amplio BsrV de V. cholerae a 
resolución atómica. La enzima BsrV presenta un plegamiento globular, está constituida por 
dos dominios, el extremo amino contiene el sitio activo. 
10. Se ha resuelto la estructura cristalográfica de la racemasa de amplio espectro BsrAh de 
Aeromonas hydrophila. 
11. Se han establecido las bases estructurales que determinan una racemasa de amplio espectro. 
Además, se ha descrito la huella molecular que permitirá identificar nuevas enzimas de amplio 
espectro. 
12. Se han concretado los determinantes esenciales que permiten la plasticidad del mecanismo 
catalítico de las racemasas de amplio espectro, relativos a la disposición del sitio de entrada, la 
amplitud del canal y el entorno catalítico. 
A continuación se muestran las conclusiones relativas a los trabajos de investigación pendientes de 
ser publicados: 
13. Se ha cristalizado y resuelto mediante cristalografía de rayos X la racemasa de Bacillus subtilis 
Bsu17640. La estructura de la proteína presenta un plegamiento globular con dos dominios 
diferenciados, el dominio amino terminal contiene el sitio activo. El sitio activo presenta dos 
moléculas de TRIS que se encuentran estabilizadas por interacciones de hidrógeno y polares. 
14. Se ha cristalizado y resuelto la estructura de la racemasa de amplio espectro de Acinetobacter 
baumanii BsrAb. La proteína presenta una estructura homodimérica con un plegamiento 
globular con dos dominios diferenciados, amino terminal y carboxilo terminal. La proteína 
contiene dos lazos flexibles en la zona que conecta los dos sitios de unión. Se ha resuelto la 
estructura de BsrAb en complejo con el aminoácido L-Met. 
15. Se ha cristalizado y determinado la estructura tridimensional de la racemasa de amplio espectro 
de Kingella oralis BsrKo. La proteína presenta el plegamiento típico de las racemasas PLP 
dependientes con dos dominios amino y carboxilo terminal diferenciados. Se han obtenido 
cristales de BsrKo en complejo con la unidad estructural de peptidoglicano NAG-NAM-L-
Ala-D-Glu-L,D-Aminopimélico-D-Ala (M4). 
16. Se ha cristalizado y resuelto la estructura tridimensional de la L,D-transpeptidasa de E. coli 
YnhG. La proteína presenta tres dominios, un dominio LysM, un dominio YkuD y un 
dominio extra. El plegamiento de YnhG es globular, se aprecian dos lazos flexibles rodeando 
al sitio activo. Se ha resuelto la estructura de YnhG en complejo con el antibiótico Meropenem 
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